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Neue Verwendung von HMG 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Nukleinsauren, deren Transkriptions- 
und/oder Translationsprodukte fur Angiogenese, Neovaskuiarisierung, transmyokardiale Re- 
vaskularisierung, und zur Wundheilung, Verfahren zur Angiogenese, Neovaskuiarisierung 
und transmyokardialen Revaskularisierung, Tragermaterial umfassend eine derartige Nuklein- 
saure, deren Transkriptions- und/oder Translationsprodukt sowie Wundabdeckungsmaterial 
umfassend ein Basisdeckmaterial sowie besagte Nukleinsauren, deren Transkriptions- 
und/oder Translationsprodukte. 

Das Blutgef&Bsystem des Menschen besteht aus Arterien, Arteriolen, Blutkapillaren, End- 
strombahnen, Venolen und Venen. Arterien sind GefSBe mit vom Herzen begleitender Stro- 
mungsrichtung des Bluts, wobei zwei Typen unterschieden werden: Arterien des muskularen 
Typs und Arterien des elastischen Typs, wobei letztere groBe herznahe Arterien darstellen. 
Arterien sind generell aufgebaut aus einer Tunica interna, die auch als Intima bezeichnet wird, 
mit einschichtigem, dem Lumen zugewandten Endothel, dem lockerem bindegewebigen Stra- 
tum subendotheliale und der Membrana elastica interna, die beim muskularen Typ deutlich 
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ausgepragt ist, weiterhin der Tunica media, die beim muskularen Typ aus dichtgef&gten La- 
gen ring- oder schraubenfonnig angeordneter glatter Muskelzellen und feinen elastischen und 
kollagenen Fasem besteht, beim elastischen Typ dagegen aus zahlreichen gefensterten elasti- 
schen Membranen und eingelagerten glatten Muskelzellen sowie Kollagenfasern und der Tu- 
nica externa, die aus kollagenem Bindegewebe und elastischen Fasern besteht und ernahrende 
GefaBe sowie GefaBnerven enthalt. Zwischen der Tunica media und der Tunica externa kann 
eine Membrana elastica externa ausgebildet sein. 

Als letzte GefiBabschnitte der Arterien schlieBen sich Arteriolen an, die ein Endothel, ein 
Gitterfasemetz und eine einschichtige durchgehende glatte Muskelzellschicht besitzen, wobei 
die in Arterien noch vorhandene Membrana elastica interna fehlt, so dass myoendotheliale 
Kontakte entstehen. 

Die Arteriolen gehen dann in Blutkapillaren iiber, kleine GefaBe mit einem Durchmesser von 
6 bis ungefahr 20 bis 30 um. Die Wand von BlutkapillargetaBen besteht aus einem Endothel, 
das einer von Gitterfasern umspannenden Basalmembran innen aufsitzt. Dieser Basal- 
membran liegen aufien verzweigte Zellen, sogenannte Pericyten, an. Die Pericyten sind wahr- 
scheinlich am Stoffaustausch zwischen dem Kapillarblut und dem Gewebe beteiligt. 

Die Blutkapillaren gehen dann in Venolen und letztUch in Venen ttber, also Blutgefafle mit 
zum Herzen fuhrender Str5mungsrichtung des Blutes. Die Wand typischer Venen enthalt eine 
Tunica interna mit vielen elastischen Fasern, jedoch keine Membrana elastica interna, weiter- 
hin eine Tunica media mit lockergefugten Bundeln glatter Muskulatur sowie eine Tunica ex- 
terna. Im Gegensatz zu Arterien erscheint die Begrenzung dieser Schichten im histologischen 
PrSparat unscharf. 

Der aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen bestehende, die Mikrozirkulation des Blutes be- 
stimmende Abschnitt des GefaBsystems wird Endstrombahn genannt und stellt in hamodyna- 
mischer Hinsicht den neutralen Bereich zwischen arteriellem Zufluss und venosem Abfluss 
des Blutes, also den Wendepunkt des Kreislaufs dar. hi diesem Bereich finden StofF- und 
Gasaustausch zwischen Blut und Gewebe sowie die Aufrechterhaltung des thermalen und 
Ionenmilieus statt. 
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Im Stand der Technik sind verschiedene Wachstumsfaktoren beschrieben, die im Rahmen der 
Angiogenese und/oder der aktiven Wundtherapie verwendet werden und die an einzelnen 
Zielmolektilen der Wundheilung angreifen. Dazu zahlen, unter anderem, VEGF, transformie- 
render Wachstumsfaktor beta (TGFbeta), von PlSttehen abgeleiteter Wachstumsfaktor 
(PDGF), Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), Ihterleukin 1 beta, Granulocyten- 
Makrophagenkolonie-stimxilierender Faktor (GM-CF) und Gerinnungsfaktor XDL Die in die- 
se Verbindungen gesetzten Hoffinmgen wurden jedoch oftmals nicht erfullt, was zumindest 
zum Teil in der Komplexitat des Wundheilungsprozesses begrOndet liegt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Mittel bereitzustellen, urn 
Angiogenese oder Neovaskularisierung zu fordern oder zu inhibieren oder transmyokardiale 
Revaskularisierung zu fordern und die damit im Zusammenhang stehenden Erkrankungen 
behandelbar zu machen. In einem weiteren Aspekt liegt der vorliegenden Erfindung die Auf- 
gabe zugrunde, ein Mittel zur Forderung bzw. Initiierung der Wundheilung bereitzustellen. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch den Gegenstand der beigefttgten unabhangigen 
Anspruche geldst, wobei sich besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen aus den Unteran- 
sprttchen ergeben. 

Die vorliegende Erfindung basiert auf der uberraschenden Erkenntnis, dass insbesondere An- 
geborige der HMGA- und der HMGB-Familie Angiogenese- oder Neovaskularisierungspro- 
zesse auslosen kdnnen. Dabei wird Angiogenese in einem AusmaB angeregt, dass mit dem 
durch hochspezialisierte Angiogenesefaktoren wie VEGF bewirkten vergleichbar ist. Im Ge- 
gensatz zur Verwendung hochspezialisierter angiogenetischer Faktoren wie VEGF sind durch 
die Verwendung von HMG-Proteinen noch weitere Effekte zu erzielen, wie nachfolgend dar- 
gelegt wird. 

Weiterhin liegt der vorliegenden Erfindung die flberraschende Erkenntnis zugrunde, dass aus 
der Gruppe der HMG-Proteine insbesondere HMGB1 sowie HMGA1 eine starke angiogene 
Wirkung zeigen und insoweit zur Behandlung von Erkrankungen, die mit Angiogenese im 
Zusammenhang stehen, wie hierin ausgefuhrt, verwendet werden kdnnen. Dieser Verwendung 
liegt die ttberraschende Beobachtung zugrunde, dass die angiogenen Effekte, abgeleitet aus 
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der Sprossenlange von BlutgeSBen, flberraschend groB sind. Diese EfFekte sind im Gegensatz 
dazu bei einer HMGBl-induzierten Freisetzung von Cytokinen nicht zu erwarten. 

Darttberhinaus haben die vorliegenden Erfinder flberraschend festgestellt, dass nekrotische 
Zellen, insbesondere nekrotische Tumorzellen HMGB1 ausschtitten, und im bestinunten Urn- 
fang auch HMGA-Proteine, und als extrazellulSre Liganden fiber den Rezeptor RAGE Endo- 
thelzellen zur Vaskular-/Angiogenese anregen. Aus diesem Mechanismus ergibt sich im tlbri- 
gen, dass gegen HMG, insbesondere HMGB1 und HMGA, hier wiederum HMGA1, gesc- 
reente Wirkstoffe besonders fiir jene Tumorerkrankungen verwendet werden kSnneru die 
nekrotische Zellen umfassen bzw. nekrotische Tumorzellen umfassen bzw. die hierin be- 
schriebenen Screening- Verfahren derartige MolekQle liefern werden bzw. zu liefem in der 
Lage sind. 

Die Bildung neuer BlutgefSBe ist bei einer Vielzahl von Vorgangen, beispielsweise bei der 
Wundheilung, dem Tumorwachstum und der Neovaskularisierung zur Behandlung von Hy- 
poxien und IschSmie in myokardialem Gewebe von Bedeutung. Dabei werden zwei unter- 
schiedhche Mechanismen unterschieden, die an diesen VorgSngen grundsatzlich beteiligt zu 
sein scheinen: einerseits die Vaskulogenese, d. h. die GefaBneubildung aus sich in situ diffe- 
renzierenden endothelialen VorlSuferzellen und andererseits die Angiogenese, d. h. die Neu- 
bildung von GefSfien aus bestehenden BlutgefaBen. Die Endothelzellen ausgereifter Blutgefa- 
Be des erwachsenen Qrganismus befinden sich in einem ruhenden, nicht proliferativen Stadi- 
um. Erst durch einen bestimmten Stimulus, wie z. B. Entziindung, Trauma, Hypoxie oder 
Ischamie werden sie in die Lage versetzt, am Prozess der Angiogenese mitzuwirken bzw. den 
Prozess der Angiogenese zu stimulieren. AnschlieBend kommt es zu einer Kaskade verschie- 
dener aufeinanderfolgender Prozesse, die unter anderen die Wanderung, Proliferation und 
emeute Verbindung von Endothelzellen beinhaltet. Als Ergebnis davon kommt es zur Bildung 
eines neura, dreidimensionalen „GefaBschlauches". Bei der Angiogenese bzw. Neogenese 
von GefaBen, die groBer als Kapillaren sind, wandern zusatzlich Myozyten der glatten Ge- 
faBwandmuskulatur ein, wodurch die Stabilitat des neugebildeten GefaBes gewahrleistet wird. 

Von der groBen Anzahl der bei der Angiogenese beteiligten Wachstumsfaktoren und Cytoki- 
nen sind insbesondere die Wachstumsfaktoren Fibroblast Growth Factor (FGF) und Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) als die entscheidenden zu bewerten. Sie sind als potente 
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mitogen wirksame Faktoren der Endothelzellen bekannt Durch die Applikation von Wachs- 
tumsfaktoren bzw. Molektilen, welche wiederum stimulatorisch auf bestimmte Wachstums- 
faktoren wirken, wird eine verbesserte Durchblutung des zu behandelnden Areals gewShrleis- 
tet 

Eine klinisch wichtige Form der Angiogenese findet fan Rahmen der sogenannten Ixansmyo- 
kardialen Laser-Revaskularisation (TMLR) start. Dabei werden durch Laserimpulse kleine 
Kanale fan Herzmuskel erzeugt. Vermutlich durch die traumatische Stfanulierung des Herz- 
muskelgewebes in der NaUe der so erzeugten Kanale kommt es in deren Umgebung zu Angi- 
ogenese, was letztlich zu einer verbesserten Durchblutung des Herzmuskels insbesondere fan 
Bereich'des ischamischen Gewebes ftthrt Transmyokardiale Revaskularisierung umfasst ins- 
besondere Revaskularisierung nach Herzinfarkt, aber auch Revaskularisierung bei frttheren 
Stadien von Herzkrankheiten wie Ischamie oder gefaBbedingter Herzinsuffizienz. fan Rahmen 
der vorUegenden Erfmdung soUen die Begriffe Angiogenese, Vaskulogenese, Vaskularisie- 
rung, Neovaskularisierung und Revaskularisierung synonym verwendet werden, wobei in 
jedem Fall auf den auftretenden Effekt abgestellt wird, dass - unabhSngig vom zugrundelie- 
genden molekularen oder zellularen Mechanismus - BlutgefaBbildung stattfindet 

Eine gezielte Beeinflussung von Angiogenese oder Neovaskularisierung im Sinne einer For- 
derung oder auch Inhibierung dieser Prozesse er6fmet die Moglichkeit, mit Angiogenese oder 
Neovaskularisierung im Zusarmnenhang stehende Krankheiten zu behandeln. 

Dies betrifft beispielsweise Krankheiten, bei denen aufgrund unzureichender Blutversorgung 
ischamische Zustande vorliegen, beispielsweise bei HerzkranzgefaBverengung oder Arterio- 
sklerose. In solchen Fallen konnte die Induktion neuer BlutgefSBe durch Angiogenese oder 
Neovaskularisierung alternative GefalJe zur Versorgung mit Blut bereitstellen und somit zu 
einer Linderung der Krankheit beitragen. Weitere Beispiele fur Krankheiten, die durch un- 
zurreichende Blutversorgung bedingt sind, sind Geschwure, schlecht heilende oder chronische 
Wunden, Schwangerschaftsstorungen wie Gestose bis bin zur Unfruchtbarkeit. 

In anderen Fallen konnen Krankheiten auf der ubermaBigen Bildung von BlutgefaBen beru- 
hen. Ein Beispiel hierfur ist die proliferative Retmopathia diabetica, bei der GefaBneubildun- 
gen auf und vor der Netzhaut bis zur Erblindung fuhren kdnnen. Ein anderes Beispiel ist die 
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Bildung von Tumoren. Es ist inzwischen hinlanglich bekannt, dass erfolgreiches Tumor- 
wachstum eine ausreichende Versorgung der Krebszellen mitNahrstoffen erfordert, was wie- 
derum eine ausreichende Versorgung des Tumorortes mit BlutgefaUen voraussetzt. Tumore, 
die nicht in der Lage sind, eine ausreichende Versorgung mit BlutgefSBen zu induzieren, sind 
deswegenin ihrem Wachstum begrenzt. Umgekehrt kann das Wachstum von Tumoren aktiv 
dadurch begrenzt werden, dass die Versorgung mit BlutgefaBen unterbunden wird. Gerade im 
Bereich der Haut wurden viele Arten von krebsartigen Erkrankungen mit uberm&Biger Angi- 
ogenese in Verbindung gebracht, beispielsweise Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom, 
Melanome, Kaposi-Sarkom sowie aktinische Keratome als Krebsvorstufe. Prinzipiell kann 
aber jede Art von Krebs oder Tumor als mit tibermaBiger Angiogenese einhergehend betrach- 
tet werden. Weitere Beispiele fur durch ubermaBige Angiogenese bedingte Krankheiten sind 
Psoriasis sowie Arthritis. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soUen unter Krankheiten nicht nur Krankheiten oder 
Erkrankungen im klassischen Sinne wie beispielsweise Retinopathie, Psoriasis oder Tumore 
verstanden werden, sondern allgemein alle Zustande, deren Aufhebung im Sinne des Wohlbe- 
findens eines Patienten wiinschenswert ist. Dazu zahlen insbesondere auch kunsflich herbei- 
gefuhrte Verletzungszustande, wie sie beispielsweise im Rahmen chirurgischer Eingriffe auf- 
treten, beispielsweise OP-Wunden oder Wunden, die durch Einsetzung von Prothesen oder 
Implantaten entstehen. 

Angiogenese tritt auch in einer kontrollierten, durch eine Reihe von Cytokinen und Wachs- 
tumsfaktoren koordinierten Weise im Zusammenhang mit Wundheilung auf, einem dynami- 
schen Prozess mit komplexer Wechselwirkung zwischen Zellen, extrazellularer Matrix, Plas- 
maproteinen. Dabei kommt der Angiogenese die Aufgabe zu, Versorgungswege bereitzustel- 
len, aber die Zellen, Nahrstoffe und andere Substanzen in das Wundgebiet transportiert wer- 
den konnen, wobei diese Versorgungswege nach abgeschlossenem HeilungsprozeB und gege- 
benenfalls zahlenmaBiger Reduktion zur Aufrechterhaltung der Versorgung des geheilten 
Gewebes bestehen bleiben konnen. Unabhangig von der Art der Wunde und dem AusmaB des 
Gewebeverlustes lasst sich die Wundheilung grob in die sich zeitlich ttberlappenden Phasen 
der inflammatorischen bzw. exsudativen Phase, der prohferativen Phase sowie der Differen- 
zierungs- und Umbauphase einteilen. Die Phaseneinteilung orientiert sich aber an den grand- 
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satzlichen morphologischen Veranderungen im Laufe der Reparationsprozesse, ohne die ei- 
gentlich Komplexitat der VorgSnge widerzuspiegeln. 

Der Prozess der Wundheilung lSsst sich quantitativ in eine primare und sekundare Wundhei- 
lung einteilen, wobei urn der therapeutischen Problematik, die sich aus dem Umfang und der 
Art der Gewebezerstdrung ergibt, Rechnung zu tragen, weiter in die verzSgerte Prim&rheilung 
sowie den chronischen Wundverlauf unterschieden wird, Eine primare Wundheilung ist zum 
Beispiel bei glatten, dicht aneinanderliegenden WundflSchen einer Schnittwunde ohne nen- 
nenswerten Substanzverlust und ohne Einlagerung von FremdkSrpern in einem gut mit Blut- 
gefaflen versorgten Geweben der Fall. Eine primare Wundheilung ist tiblicherweise bei chi- 
rurgisch gesetzten Wunden oder bei Gelegenheitswunden durch scharfkantige GegenstSnde 
gegeben. Ist aufgrund der Wundentstehung mit einer Infektion zu rechnen, tritt die verzogerte 
Primarheilung ein. Manifestiert sich eine Infektion, so wird die Wunde als sekundarheilend 
eingestuft. Eine Sekundarheilung ist bei groBeren Defekten, bei denen ein Granulationsgewe- 
be aufgebaut werden muss oder wenn eine Infektion die direkte Vereinigung der Wundrander 
nicht zulasst, gegeben. Ist die Heilung einer Wunde nicht innerhalb von acht Wochen abge- 
schlossen, so spricht man von einem chronischen Heilungsverlauf. Eine chronische Wunde 
kann in jeder Wundheilxmgsphase entstehen und entwickelt sich meistens aus fortschreitender 
Gewebezerstdrung infolge von Gewebserkrankungen unterschiedlicher Genese, lokalen 
Druckschaden, Strahlenschaden oder Tumoren. 

Eine weitere Unterscheidimg der Wundheilung kann basieren auf der Unterscheidung in akute 
Wunden und chronische Wunden. Zu den akuten Wunden zahlen die akuten traumatisch be- 
dingten Wunden bis hin zu komplexen traxnnatischen Defekten, die thermischen und chemi- 
schen VerletzungenA^erbrennungen und Inzisionen/OP-Wunden. 

Bei akuten traumatisch bedingten Wunden erfolgt fiir den Fall, dass sich die Wundrander 
spannungsfrei adaptieren lassen, gegebenenfalls nach erfolgter Wundexzision, ein primarer 
Wundverschluss durch Naht, Klammern oder Wundnahtstreifen. Bei Wunden, die eine poten- 
tielle Infektionsgefahrdxmg aufweisen, wird die Wunde dagegen zunachst mit sterilen feuch- 
ten VerbSnden offen gehalten, bis eine Infektion ausgeschlossen werden kann. Bei sekundar 
heilenden und komplexeren Wunden ist der Wundverschluss wesentlich vielschichtiger. 
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Bei thermischen und chemischen Wunden, d. h. solchen, die durch Einwirkung von Hitze und 
Kalte oder gewebeschadigenden Strahlen, Sauren oder Laugen entstehen, erfolgt die Behand- 
lung entsprechend dem Schadigungsmuster. Bei schwer verbrannten Patienten erfolgt zum 
Beispiel zunSchst eine Nekrektomie mit einem anschlieBenden chirurgischen Ersatz durch ein 
Hauttransplantat. Dabei werden fttr den Fall, dass die Wunde nicht transplantierbar ist oder 
durch die ausgedehnten Verbrennungen nicht mehr gentigend Spenderstellen zur Verfligung 
stehen, sogenannte Alio- und Xenotransplantate verwendet. Bei ausreichend vorhandenen 
Spenderarealen kann auf permanente autologe Hauttransplantation zuruckgegriffen werden. 
Eine Sonderfonn ist dabei die autologe Keratinocyten-Transplantation. 

Chronische Wunden sind sekundar heilende Wunden, die trotz kausaler und sachgerechter 
lokaler Therapie innerhalb von acht Wochen nicht abheilen. Obgleich sich chronische Wun- 
den jederzeit aus einer akuten Wunde entwickeln konnen, stellen die fiberwiegenden Faile von 
chronischen Wunden das letzte Stadium einer fortschreitenden GewebezerstSrung dar, die 
ausgelost wird durch venose, arterielle oder stoffwechselbedingte Gef&Bleiden, Druckschadi- 
gungen, Strahlenschaden oder Tumoren. Die verschiedenen Typen chronischer Wunden wer- 
den durch unterschiedliche Pathologien hervorgerufen, wobei die Wunden biochemisch be- 
trachtet als ahnlich gelten. Zu den lokalen Faktoren, die die Wundheilung beeintrachtigen, 
zahlen unter anderem Fremdkorper, Ischamie, wiederholte Traumata und Ihfektionen. Des 
Weiteren konnen systemische Faktoren wie beispielsweise erhShtes Alter, Unter- und Fehler- 

• nahrung, Diabetes sowie Nierenerkrankungen einen Einfluss auf die Wundheilung haben. Zu 
den volkswirtschaftlich relevantesten chronischen WundheilungsstSrungen zahlen, unter an- 
derem, Ulcus cruris venosum, Ulcus cruris arteriosum, das diabetische Ulcus, das Dekubita- 
lulcus und die chronische posttraumatische Wunde. 

Die Behandlung der verschiedenen Wunden kann grundsatzlich in eine passive und eine akti- 
ve Wundtherapie eingeteilt werden. Als Sonderfonn konnen auch sog. Hautersatzverfahren 
verwendet werden. Bei der passiven Wundtherapie werden zum einen inaktive, textile Ver- 
bandsstofiFe verwendet, die als reines Abdeckungsmaterial dem Infektionsschutz dienen. In- 
teraktive Wundauflagen dienen im Unterschied zu den inaktiven Verbandsstoffen haufig da- 
zu, ein feuchtes Wundmilieu zu schafiFen und damit den Heilungsprozess zu beschleunigen. 
Dabei werden, unter anderem, Hydrokolloide, Hydrogele, Hydropolymere und Schaumver- 
bande sowie Kalziumalginate verwendet. Der Nachteil dieser passiven Wundtherapie liegt 
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darin, dass das Verbandsmaterial die aktive Heilung von Problemwunden nicht befordert, 
insbesondere bei chronischen Wunden, die haufig als therapieresistent gelten. 

Die vorliegende Erfindung basiert weiterbin auf der tibeiraschenden Erkenntnis, dass HMG- 
Proteine, insbesondere HMGA-Poteine eine Zelle in einen Zustand zu versetzen konnen, der 
eine Entdifferenzierung, eine Differenzierung und/oder Um-Differenzierung oder eine Kom- 
bination der Vorgange erlaubt. Konkret erfolgt unter dem Einfluss der besagten Proteine eine 
Entdifferenzierung oder Reprogrammierung einer Zelle, die sodann erlaubt, dass sich die Zel- 
le ggf. in einen Zustand differenziert, der dem der Ausgangszelle oder dem einer anderen, 
d. h. von der Ausgangszelle verschiedenen Zelle entspricht. In einem jeden Fall werden die 
Zellen unter dem Einfluss der besagten Proteine in einen reaktivierten Zustand versetzt. Die- 
ser den verschiedenen Anwendungen und Verfahren der vorliegenden Erfindung zugrundelie- 
gende Mechanismus ist dabei in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass die besagten 
Proteine als sog. Masterproteine eine Vielzahl von Genen kontrollieren und den funktionalen 
Zustand der Zelle bestimmen. Als Modulatoren von Transkriptionsfaktorkomplexen konnen 
sie grundsatzlich sowohl positiv als auch negativ auf die Expression ihrer Zielgene einwirken. 
Dazu binden sie mehr struktur- als sequenzspezifisch an die entsprechenden Promotoren und 
biegen die DNA, so dass entweder die Bindung der Transkriptionsfaktoren vermittelt wird 
oder die Transkriptionsfaktoren ihre FShigkeit verlieren, in diesem Bereich mit der DNA zu 
assoziieren. Aufgrund dieser Eigenschaft werden die besagten Proteine auch als architektoni- 
sche Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Weiterbin haben die vorliegenden Erfinder festge- 
stellt, dass HMG-Proteine in der Embryonal- und Fetalentwicklung am Zell- und Gewebeauf- 
bau beteiligt sind, wahrend sie in den meisten differenzierten ZeUen nach der Geburt nicht 
mehr nachweisbar sind. Wahrend der frtthen Embryogenese kann die mRNA einiger HMG- 
Proteine in nahezu alien Geweben detektiert werden. In der spateren Embryogenese ist die 
Expression auf mesenchymale Derivate und einige epitheliale Zellgewebe beschrankt. 

Namensgebend fur HMG-Proteine ist ihre hohe elektrophoretische Mobilitat in Polyacryla- 
midgelen. Sie gehSren zu den chromosomalen Nicht-Histon-Proteinen und sind primar nicht 
fiber ihre Proteinfunktion, sondern unter den Gesichtspunkten chemischer und physikaUscher 
Eigenschaften definiert. Alle Mitgfieder dieser Proteine sind aus Chromatin durch 
0,35MNaCl extrahierbar, sind in 2 bis 5 %iger Perchlorsaure ldslich, weisen einen hohen 
Gehalt von geladenen Aminosauren und ein Molekulargewicht von unter 30.000 Da auf. Die 
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HMG-Proteine werden unter Berucksichtigung von Sequenzhomologien und Sequenzmotiven 
in drei Subgruppen unterteilt, namlich die HMGB (fruher HMG-l/2>Familie, die HMGN 
(frtther HMG-14/17)-Familie und die HMGA (frtther HMG-I/-Y/-C)-Familie. 

Die Mitglieder der HMGN-Familie werden in alien hoheren Eukaryonten exprimiert. Ihr Mo- 
lekulargewicht liegt zwischen 10.000 und 20.000 Da. Sie sind die einzigen Nicht-Histon Pro- 
teine, die mit einer hoheren Affinitat mit ihrer positiv geladenen Nukleosomen-Bindungs- 
Domane (NBD), an den Nukleosomen-Kern als an Histon-freie DNA binden. Diese Bin- 
dungsdomane umfaBt die Aminosauren 12-41 des HMGN1 Proteins und die Aminosauren 17- 
47 des HMGN2 Proteins und wurde auch in der Sequenz anderer Proteine gefunden; so ent- 
hait z. B. NBP45 ein NBD-Motiv in seiner primaren Sequenz. 

Die HMGA-Familie besteht aus drei Mitgliedem, namlich HMGAla und HMGAlb, die beide 
Splicevarianten eines Gens darstellen und dem verwandten, von einem anderen Gen codierten 
Protein HMGA2. Das durchschnittliche Molekulargewicht der Proteine der HMGA-Familie 
liegt zwischen 10.000 und 12.000 Da. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie findet man zu- 
meist nur in undifferenzierten embryonalen Zellen, in neoplastischen Zellen sowie in der ex- 
ponentiellen Wachstumsphase differenzierter Zellen. Im Unterscbied dazu sind sie in diffe- 
renzierten Zellen des Normalgewebes nicht oder nur in geringen Konzentrationen nachweis- 
bar. 

Proteine dieser Familie besitzen jeweils 3 separate DNA-Bindungsdomanen, sowie eine saure 
Proteinbindungsdomane. Die HMGA-Proteine binden an die kleine Furche AT-reicher DNA. 
Bei Genen, deren Promotor/Enhancer-Sequenzen in der Nahe solcher HMGA- 
Bindungsstellen lokalisiert sind, kann die Bindung von HMGA zu einer Beeinflussung der 
Transkription fuhren. So spielt die Acetylierung von HMGA1 eine entscheidene Rolle bei der 
Reguherung des Enhanceosomkomplexes zur Transkription des Interferon-Beta (IFN-beta)- 
Gens. Weitere posttranslationale Modifikationen der HMGA-Proteine sind die Phosphoryhe- 
rung, welche abhangig vom Zellzyklus ist bzw. die ADP-Ribosylation. 

Die MitgUeder der HMGB-Familie gehSren zu den haufigsten HMG-Proteinen. Das durch- 
schnittliche Molekulargewicht betragt maximal 25.000 Da. 
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HMGB-Proteine bestehen axis drei Domanen, wobei die zwei konservativen, stark se- 
quenzhomologen Domanen die unspezifische DNA-bindende Region der Proteine darstellen. 
Dieses funktionelle Motiv bezeichnet man als HMG-Box. HMGB-Proteine enthalten zwei 
dieser HMG-Boxen, namlich Box A und B. Der C-terminale Bereich des HMGB1 -Proteins 
bildet die Protein-bindende DomSne der HMGB-Proteine. Neben den HMGB-Proteinen gibt 
es eine groBe Anzahl anderer Proteine, bei denen sich HMG-Boxen nachweisen lassen. Zu 
dieser Gruppe von Proteinen gehoren SRY, SOX-Proteine LEF1 und UBF1 (A. D. Baxevanis 
und D. Landsman: The HMG-1 box protein family: classification and functional relationships. 
NAR 23, 2002, 1604-1613). Die HMGB-Proteine stellen strukturelle Komponenten des 
^^^^ Chromatins dar und sind an der transkriptionellen Regulation beteiligt. 

Grundsatzlich sind alle HMG-Proteine, sowoW die derzeit bekannten als auch zukttnftig noch 
aufeufindenden HMG-Proteine, im Rahmen der vorliegenden Erfindung anwendbar, insbe- 
sondere nach Durchfuhrung der hierin beschriebenen Experimente, urn im Einzelfall zu 
bestimmen, ob das konkrete HMG-Protein die entsprechenden erfindungsgemaBen Eigen- 
schaften und damit das Verhalten in der jeweiligen Anwendung zeigt 

Derzeit sind ca. 15 HMG-Proteine bekannt Besonders bevorzugt fur die hierin beschriebenen 
Verwendungen und Anwendungen sind dabei die Proteine der HMGB-Familie, der HMGA- 
Familie oder die Proteine der HMGB-Familie in Kombination mit Proteinen der HMGA- 

• Faxnilie. Dabei soli es im Rahmen der vorliegenden Erfindung sein, dass die Proteine der ge- 
nannten Familien nicht nur auf der Ebene der Translationsprodukte, sondem auch auf der E- 
bene der Transkriptionsprodukte oder der Gene bzw. codierenden Sequenzen verwendet wer- 
den konnen. 



Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass aberante Transkripte der HMG-Proteine 
verwendet werden. Derartige trunkierte HMG-Proteine sind in der Literatur beschrieben, un- 
ter anderem auch in der internationalen Patentanmeldung WO 96/25493 oder WO 97/2361 1, 
deren Offenbarung hierin durch Bezugnahme aufgenommen wird. 



Bevorzugterweise weisen trunkierte HMG-Proteine, wie sie im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung verwendet werden k6nnen, die mindestens Exon 1, bevorzugterweise mindestens 
Exons 1 bis 3 des HMGA2-Gens sowie weitergehende Aminosauren, die kodiert werden von 
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Sequenzen, die aus den Regionen unterschiedlicher chromosomaler Translokationspartner des 
Chromosomes 12 stammen, auf. Sowohl diese trunkierten Fonnen als auch weitere Abwand- 
lungen der HMG-Proteine, wie z.B. HMGA2-LPP; HMGA2-RAD5 1 L 1 (besehrieben bei- 
spielsweise in Tkachenko, A et al., Cancer Res 997; 57 (11): 2276 - 80; Schoenmakers EF et 
al.; Cancer Res 1999 59(1): 19-23) HMGA1-LAMA4 (besehrieben beispielsweise in Scho- 
enmakers EF et al. aaO; Tkachenko, A et al., aaO) und SP100-HMGB1, insbesondere 
HMGAla, HMGAlb sowie HMGA2 kfiimen in Form von Derivaten vorliegen. Derartige 
Derivate konnen beispielsweise durch posttranslationale Modification, wie beispielsweise 
Acetylierung oder Phosphorylierung herstellbar sein, oder aber auch durch Konjugation an 
andere Molekttle modifiziert sein, wobei es im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist, dass 
bei gleichzeitiger Verwendung mehrerer Proteine diese unabhSngig voneinander mit gleichen 
oder verschiedenen Modifikationen versehen sein konnen oder nicht alle gleichzeitig modifi- 
ziert sind. Derartige andere Molekttle konnen beispielsweise ans der Gruppe ausgewShlt sein, 
die Zucker, Lipide, Peptide und kleine organische Molekttle mit einem Molekulargewicht von 
weniger als 1000 umfasst. 

Bevorzugte HMG-Proteine, die im Rahmen der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Er- 
findung verwendet werden konnen, sind ein jedes einzelne der folgenden, in Tabelle 1 ange- 
gebenen Proteine, die mit den SEQ ID NOs. 1 bis 30 bezeichnet werden. Tabelle 1 gibt dabei 
einen Oberblick unter Angabe der SEQ ED NOs., der Aminosaurelange, der Zugangsnummer 
des Datenbankeintrages, sofern vorhanden, sowie des Aufbaus der Exonstruktur und daran 
angeftlgter, gegebenenfalls vorhandener zusStzlicher AminosSuren. 
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Tabelle 1 : Bevorzugte HMG-Proteine 



SEQID 
NO. 


Name des Proteins 


Proteinlange 


Exon-Struktur 


Zugansnr. 


1 


HMGAla-Protein 


107 AminosSuren 




X14957 


2 


iHMGAlb-Protein 


96 Aminosauren 




X14958 


3 


HMO A ?-Prr»t*»in 


1 1 vj? /vmmosauren 




V529Z6 


4 


trunkiertes HMGA2 


83 Aminosauren 


Exon 1-3 






trunkiertes HMGA2: IC 1 13 
lORF 


90 Aminosauren 


Exon 1-3 + 7 
AminosSuren 


U29113 


6 


trunkiertes HMGA2: IC1 17 
ORF 


96 AminosSuren 


Exon 1-3 + 13 
Aminosauren 


U29117 


7 


HMGBl-Protein 


215 AminosSuren 




S02826 


8 


trunkiertes HMGA2 


147 AminosSuren 


h,xon 1-3+64 
AminosSuren 


U29119 


9 


trunkiertes HMGA2 


106 AminosSuren 


JtifXon lo + 
AminosSuren 


U29112 


10 


trunkiertes HMGA2 


92 AminosSuren 


Exon 1-3 + 9 
AminosSuren 


H98218 


11 


trunkiertes HMGA2 


96 AminosSuren 


Exon 1-4 + 2 
AminosSuren 


U29120 


12 | 


trunkiertes HMGA2 J 


118 AminosSuren 


Exon 1-4 + 24 
AminosSuren 


U29115 


13 


trunkiertes HMGA2 J 


95 AminosSuren 


Exon 1-4+1 
AminosSure 


U29114 


14 


HMGAla AT-Hook 1 


1 1 Aminosauren 


Codiert von Exon 
5, Position im 
Protein AS 21-31 


X14957 


15 ] 


HMGAla AT-Hook 2 


1 1 AminosSuren 


Codiert von Exon 
6, Position im 
Protein AS 53-63 


X14957 
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16 


HMGAla AT-Hook 3 


12 Aminosauren 


Codiert von Exon 
7, Position im 
Protein AS 78-80 


X14957 


17 


HMGAlb AT-Hook 1 


1 1 Aminosauren 


Codiert von Exon 
5, Position im 
Protein AS 21-11 


X14958 


18 


HMGAlb AT-Hook 2 


11 Aminosauren 


Codiert von Exon 
6, Position im 
Protein AS 42-52 


X14958 


19 


HMGAlb AT-Hook 3 


12 Aminosauren 


Codiert von Exon 
7, Position im 

Protein AS 67-78 


X14958 


^ 20 


HMGA2 AT-Hook 1 


11 Aminosauren 


Codiert von Exon 
1, Position im 
Protein ASS 24-14 


P52926 


21 


HMGA2 AT-Hook 2 


11 Aminosauren 


Codiert von Exon 
2, Position im 
Protein AS 44-54 

x xuibin no ■ i ■ i —j *t 


P52926 


22 


HMGA2 AT-Hook 3 


21 Aminosauren 


Codiert von Exon 
3, Position im 
Protein AS 71-Q1 


P52926 


23 


HMGB1 HMG-BOX A 
(LARGE) 


78 Aminosauren 


Codiert von Exon 
2 + 3, Position im 
Protein AS fi-5tt 


S02826 


r 


HMGB1 HMG-BOX A 
("SMALL) 


71 AS (P09429) 


Codiert von Exon 
2 + 3, Position im 

Prntein A^l 0-70 


P09429 


25 


HMGB1 HMG-BOX A 

nvTRDnnvn 


73 Aminosauren 


Codiert von Exon 
2 +3, Position im 


NP_002119 


26 


HMGB1 HMG-BOX B 
(LARGE) 


75 Aminosauren 


Codiert von Exon 
3-5, Position im 
Protein AS 92-166 


S02826 


27 


HMGB 1 HMG-BOX B 
(MEDIUM) 


69 Aminosauren 


Exon 3-5, Positi- 
on im Protein AS 
95-163 


P09429 


28 


HMGB 1 HMG-BOX B 
[SMALL) 


49 Aminosauren 


Codiert von Exon 
3+4, Position im 
Protein AS 95-143 


NP_002119 
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29 


SP100-HMGB1 


181 Aminosauren 


Alternatives Exon 
(HMGB1L3) 


AF076675 


30 


HMGA2-LPP 


225 Aminosauren 


Exon 1-3 + 142 
Aminosauren 







Die im Rahmen der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Erfindung verwendeten Nuk- 
leinsauren sind dabei solche Nukleinsauren bzw. deren Transkriptionsprodukte, die fur die 
HMG-Proteine, wie sie hierin beschrieben sind, codieren und deren Derivate. Dabei ist es im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass eine jegliche Nukleinsaure umfasst ist, die fur die 
vorstehend genannten HMG-Proteine codiert. Entsprechende Nukleinsauren konnen durch die 
Degeneriertheit des genetischen Codes umfasst werden. Besonders bevorzugte Nukleinsauren 
sind dabei jene, wie sie hierin mit den SEQ ID NOs. bezeichnet werden. Tabelle 2 gibt einen 
Uberblick fiber verschiedene, besonders bevorzugte, fUr die DNA-bindenden Proteine codie- 
renden Nukleinsauren. Es ist auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die besagten 
Nukleinsauren solche sind, die mit den vorstehend beschriebenen Nukleinsauren bzw. ihren 
Transkriptionsprodukten xmd/oder deren KomplementarstrSngen hybridisieren, insbesondere 
unter stringenten Hybridisierungsbedingungen. Derartige stringente Hybridisierungsbedin- 
gungen sind beispielsweise solche, die in 0,lxSSC/0,l % SDS bei 68°C (Perfect Hyb™ Plus 
(Hybridisierungspuffer der Firma Sigma)) oder in 5xSSC/50 % Formamid/0,02 % SDS/2 % 
Blocking Reagenz/0,1 % N-Lauroylsarcosin bei 42°C fiber Nacht durchgefuhrt werden. 

Weiterhin umfasst sind solche Nukleinsauren, die eine Identitat von mindestens 65, bevorzug- 
terweise 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 oder 99 % zu den besagten Nukleinsauren aufweisen. Unter 
Transkriptionsprodukt wird hierin insbesondere auch die hnRNA oder mRNA bzw. cDNA der 
fur HMG-Proteine codierenden Nukleinsauren, wie hierin beschrieben, verstanden. 



Es ist auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass von der Nukleinsauresequenz von 
Genen von HMG-Proteinen abgeleitete inhibitorische Sequenzen wie Antisense- 
Nukleinsauren, Ribozymen oder RNAi verwendet werden. Antisense-Nukleinsauren, die in 
der Regel als Antisense-Oligonukleotide eingesetzt werden, weisen Basenkomplementaritat 
mit einer Ziel-RNA, bevorzugterweise der mRNA eines zu exprimierenden Gens auf, und 
hybridisieren deswegen mit dieser Ziel-RNA, wodurch das Enzym RNase H aktiviert wird 
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und zu einem Abbau der Nukleinsauren flihrt. Ribozyme sind katalytisch aktive Nukleinsau- 
mi, die bevorzugterweise aus RNA bestehen und zwei Teilbereiche aufweisen. Dabei ist der 
erste Teilbereich ftlr eine katalytische Aktivitat verantwortlich, wShrend der zweite Teil fur 
eine spezifische Wechselwirkung mit einer Ziel-Nukleinsaure verantwortlich ist. Wenn es zur 
Ausbildung einer Wechselwirkung zwischen der Ziel-NukleinsSure und dem zweiten Teil der 
Ribozyms kommt, die typischerweise auf einer Hybridisierung von zueinander im wesentli- 
chen komplementSren Basenbereichen beruht, dann kann der katalytische Teil des Ribozyms 
entweder intramolekular oder intermolekular die Ziel-Nukleinsaure hydrolysieren, falls die 
katalytische Wirkung des Ribozyms eine Phosphodiesterase-Aktivitat ist Als Folge davon 
kommt es zur einem Abbau der codierenden Nukleinsaure und letztlich zu einer Verringerung 
der Expression des Zielmolekuls sowohl auf Transkriptionsebene als audi auf Translationse- 
bene. RNAi ist eine doppelstrSngige RNA, die RNA-Interferenz vermittelt und typischerweise 
eine Lange von etwa 21 bis 23 Nukleotiden aufweist. Einer der beiden StrMnge der RNA ent- 
spricht dabei der Sequenz eines abzubauenden Gens. Bei Einfuhrung einer RNAi in einem 
Strang komplementar ist zu bevorzugterweise der mRNA eines Gens, kann die Expression 
dieses Gens somit verringert werden. Die Erzeugung und Verwendimg von RNAi als Medi- 
kament bzw. diagnostisches Mittel ist beispielsweise beschrieben in den internationalen Pa- 
tentanmeldungen WO 00/44895 und WO 01/75164. 



Tabelle 2 Bevorzugte, fur die DNA-bindenden Proteine codierenden NukleinsSuren 




SEQID 
NO. 


Name der Nukleinsaure 


Anzahl der Basen- 
paare 


Exon-Struktur 


Zugansnr. 


31 


HMGAla mRNA 






M23614 


32 


HMGAla Coding Sequence 


324 




M23614 


33 


HMGAlb mRNA 






M23616 


34 


HMGAlb Coding Sequence 


291 




M23616 


35 


HMGA2 mRNA 






NM_003483 


36 


HMGA2 Coding Sequence 


330 




NM_003483 
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37 


trunkiertes HMGA2 


252 


Exons 1-3 + 3 bp 
STOP-Codrm 




38 


trunkiertes HMGA2: IC1 13 
lORF 


273 


Kxnnq 1-3 4-91 

Basenpaare + 3 bp 

STOP-PnHnn 


U29113 


39 


trunkiertes HMGA2: IC1 1 7 
lORF 


291 


Exons 1-3 + 39 
Basenpaare + 3 bp 


U29117 


40 


HMGBlmRNA 






NM_002128 


41 


HMGB1 Coding Sequence 


648 




lNlVl_UU^ljic5 


k 


trunkiertes HMGA2 


444 


Exon 1-3 + 192 bp 
+ 3 bp STOP- 

V^UUIXIX 


U29119 


43 


1 trunkiertes HMGA2 


321 


Exon 1-3 + 69 bp 

+ 3 hn STOP- 

■ «/ ULJ OX VX — 

Codon 




44 


trunkiertes HMGA2 


279 


Exon 1-3 +27 bp 

4- 3 hn STOP- 
• j uy/ o x v/x — 

Codon 


Xx2?0.£xo 


45 


trunkiertes HMGA2 


291 


7yrtti 1 _4 4- A Hn 4- 

3 bp STOP-Codon 


U29120 


46 | 


trunkiertes HMGA2 


357 


Exon 1-4 + 72 bp 
4- 3 Hn STOP- 

Codon 


TT901 1^ 


K — 


trunkiertes HMGA2 


288 


Exon 1-4 + 3 bp + 

J UL7 i3 X "V»UUUH 


U29114 


48 


HMGAla AT-Hook 1 


33 


Codiert von Exon 
5, Position 61-93 

XIX v-l/U 


M23614 


49 


HMGA1 a AT-Hook 2 


33 


Codiert von Exon 
6, Position 157- 
189 in CDS 


M23614 


50 ] 


HMGAla AT-Hook 3 


36 


Codiert von Exon 
7, Position 232- 
267 in CDS 


M23614 


51 1 


iMGAlb AT-Hook 1 : 


< 

J3 - ; 

i 


Codiert von Exon 
>, Position 61-93 
nCDS 


M23616 
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52 


HMGAlb AT-Hook 2 


33 


Codiert von Exon 
6, Position 124- 
156 in CDS 


M23616 


53 


HMGAlb AT-Hook 3 


36 


Codiert von Exon 
7, Position 199- 
234 in CDS 


M23616 


54 


HMGA2 AT-Hook 1 


33 


Codiert von Exon 
1, Position 70-102 
in CDS 


NM_003483 


55 


HMGA2 AT-Hook 2 


33 


Codiert von Exon 
2, Position 130- 
162 in CDS 


NM_003483 


L 


HMGA2 AT-Hook 3 


63 


Codiert von Exon 
3, Position 211- 
273 in CDS 


NM_003483 


57 


HMGB1 HMG-BOX A 
(LARGE) 


234 


Codiert von Exon 
2 + 3, Position 16- 
249 in CDS 


U51677 


58 


HMGB1 HMG-BOX A 
(SMALL) 


213 


Codiert von Exon 
2 + 3, Position 25- 
237 in CDS 


P09429 


59 


HMGB1 HMG-BOX A 
(MEDIUM) 


219 


Codiert von Exon 
2 +3, Position 16- 
234 in CDS 


NM_002128 


| 60 


HMGB1 HMG-BOX B 
(LARGE) 


225 


Codiert von Exon 
3 -5, Position 
274-498 in CDS 


U51677 


61 


HMGB1 HMG-BOX B 
(MEDIUM) 


207 


Codiert von Exon 
3-5, Position 
283-489 in CDS 


P09429 


62 


HMGB1 HMG-BOX B 
(SMALL) 


147 


Codiert von Exon 
3 +4, Position 
283-429 in CDS 


NM_002128 


63 


SP100-HMGB1 iriRNA 


546 




AF076675 


64 ] 


HMGA2-LPP CDS 


678 


Exon 1-3 + 426 
bp + 3bpSTOP- 
Codon 
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Es ist im Rahmen der vorUegenden Erfindung, dass bevorzugterweise humane HMG-Proteine 
sowie die dafiir codierenden Nukleinsauren verwendet werden. Infolge der Sequenzhomolo- 
gie und des hohen Grades an Konservierung von HMG-Proteinen ist es jedoch auch im Rah- 
men der vorUegenden Erfindung, dass es sich bei den besagten Proteinen bzw. dafiir codie- 
renden Nukleinsauren urn solche handelt,. die von anderen Organismen oder Arten als dem 
Menschen stammen. Dabei sind insbesondere jene von anderen Saugetieren bevorzugt und 
hiervon wiederum ganz besonders jene von Hund, Katze, Maus, Ratte, Pferd, Rind und 
Schwein. Weitere Quellen fiir die erfindungsgemaB verwendeten HMG-Proteine sind solche 
von Fischen, Amphibien, Reptilien und Vogeln. Besonders bevorzugt sind dabei Fische, ins- 

• besondere Salzwasserfische. Eine weitere bevorzugte Quelle sind Knorpel- und Knochenfi- 
sche. 

Die erfindungsgemSfien Anwendungen und Verwendungen der hierin beschriebenen HMG- 
Proteine und der fiir sie codierenden Nukleinsaure, einschlieBlich deren Transkriptions- 
und/oder Translationsprodukte, erstreckt sich dabei auf eine Vielzahl von Prozessen. Bevor- 
zugterweise sind die Prozesse jene, die axis der Gruppe ausgewahlt sind, die Angiogenese, 
Neovaskularisierung, transmyokardiale Revaskularisierung und Wundheilung umfasst Die 
hierin beschriebenen HMG-Proteine und die fiir sie codierenden Nukleinsauren weisen die 
Eigenschaft auf, einen oder mehrere der vorstehend genannten Prozesse zu initiieren, zu un- 
tersttitzen, aufrecht zu erhalten und/oder fortzufiihren, wobei es auch im Rahmen der vorlie- 

• goiden Erfindung liegt, die vorstehend genannten Prozesse durch auf dor Grundlage der Nuk- 
leinsauresequenzen von HMG-Genen erstellten Antisense-Molekiilen, Ribozymen oder 
RNAi-Molekiilen zu inbibieren. Die verschiedenen Prozesse konnen dabei gleichzeitig, aber 
auch zeitlich versetzt und gegebenenfalls iiberlappend unter Verwendung der besagten Protei- 
ne bzw. der fiir sie codierenden Nukleinsauren durchgefiihrt werden. Ohne im folgenden dar- 
auf festgelegt sein zu wollen, scheint es so, dass den vorstehend genannten Prozessen gemein 
ist, dass die Grundlagen hierfiir in einer Aktivierung der an den verschiedenen Prozessen be- 
teiligten Zellen begrundet liegen. Grundsatzlich sind all jene Vorgange mit den besagten Pro- 
teinen sowie der fiir sie codierenden Nukleinsauren, wie hierin definiert, adressierbar im Sin- 
ne von initiierbar, anregbar, unterstutzbar, aufiechterhaltbar und/oder verstarkbar. Die erfin- 
dungsgemaBe Anwendung und Verwendung der hierin beschriebenen HMG-Proteine und der 
fiir die besagten Proteine codierenden Nukleinsauren, wie hierin definiert, erstreckt sich dabei 
auch auf jene Krankheiten, die mit einem oder mehreren der hierin beschriebenen Prozesse 
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kausal oder symptomatisch verbunden sind, bzw. fiir die Herstellung entsprechender Medi- 
kamente, phannazeutischer Formulierungen oder kosmetischer Formulierungen. Weiterhin im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung ist eine Verwendung der hierin beschriebenen HMG- 
Proteine und der ftir sie codierenden Nukleinsauren, einschliefilich deren Transkriptions- 
und/oder Translationsprodukten, in Kombination mit bekannten angiogenetischen Faktoren 
wie beispielsweise VEGF in den bzw. betreffend die verschiedenen Aspekte, insbesondere 
Anwendungsaspekte der vorliegenden Erfindung. 

Die im Stand der Technik angefuhrten, zur Angiogenese, Neovaskularisierung oder Wundhei- 
lung verwendeten hochmolekularen Verbindungen, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, 
Cytokine, Gerinnungsfaktoren und dergleichen, greifen selektiv in das Geschehen der 
Angiogenese, Neovaskularisierung oder Wundheilung ein. Bei einer Verwendung der HMG- 
Proteine kann jedoch infolge des zentralen Wirkmechanismus der besagten Proteine sehr zu 
Beginn des Differenzierungszustandes eine ganzheitliche Regeneration des Gewebes bzw. der 
einzelnen Zellen realisiert werden. Die uberraschend beobachtete Wirkung der besagten Pro- 
teine zu Zwecken der Angiogenese oder Neovaskularisierung oder noch darilber hinausge- 
hend zur Wundheilung im weitesten Sinne, wie sie hierin definiert ist, beruht dabei auf den 
folgenden Ablaufen bzw. Mechanismen, wobei darauf abgestellt werden Vrarm t dass die besag- 
ten Proteine sowohl in der Stimulation der Angiogenese als isoliertem Prozess als auch in der 
proliferativen, der Differenzierungs- und Umbauphase des Wundheilungsprozesses, ein- 
schlieBlich Aufbauen des Granulationsgewebes, Stimulation der Angiogenese im Rahmen der 
Wundheilung sowie Proliferation und Migration von Epithelzellen, eingreifen und fur diese 
Prozesse oder in Verfahren, die auf diesen Prozessen beruhen, verwendet werden kfinnen. 
Entsprechend ergjbt sich eine Verwendung der besagten Proteine bzw. der fur sie codierenden 
Nukleinsauren bei Krankheiten, die mit diesen Prozessen bzw. Phasen verbunden sind, ein- 
hergehen, darauf zuriickgreifen und/oder auf diese kausal oder symptomatisch zuriickgehen. 

Eine wesentliche Ursache chronischer Wunden ist ein Ungleichgewicht zwischen Reparatur- 
prozessen, die zur Bildung von neuem Gewebe fuhren und destruktiven Prozessen, die zur 
Entfemung des geschadigten Gewebes ftihren. Beispielsweise kann eine erhohte Proteaseakti- 
vitat, zum Beispiel durch Oberexpression von Matrixmetalloproteasen zu einer fehlgesteuer- 
ten Degradierung der extrazellularen Matrix fuhren. Durch die u. a. proliferationsfbrdemde 
Wirkung der HMG-Proteine kann das Ungleichgewicht zwischen der Synthese und Degradie- 
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rung der extrazellularen Matrix und daraus resultierende Verschiebvmg des Wundgleichge- 
wichts in Richtung destruktiver Prozesse aufgehoben werden. Gegeniiber dem Einsatz einzel- 
ner exogener Wachstumsfaktoren, die meistens eine spezifische Signalkaskade induzieren, 
besitzen die besagten Proteine den entscheidenden Vorteil, dass sie als architektonische 
Transkriptionsfaktoren eine ganze Reihe unterschiedlicher proliferationsfordemder 
Signaltransduktionswege ansprechen und somit ein breiteres Wirkungsspektrum aufweisen. 
Die besagten Proteine kfinnen durch die Synthese einer Reihe von fiinktionellen Proteinen in 
unterschiedlichen Zellen, wie zum Beispiel Keratinocyten, Fibroblasten und Endothelzellen, 
induzieren. Die besagten Proteine greifen darQber hinaus an einem spateren Punkt in die Sig- 
nalkaskaden ein als die initial wirkenden exogenen Wachstumsfaktoren, die haufig vermutlich 
dufch den hohen Proteasegehalt chronischer Wundflussigkeit im ttbrigen sehr schnell abge- 
baut werden. 

Ftir den Heilungsprozess ist weiterhin eine ausreichende Durchblutung des Wundbereichs von 
essentieller Bedeutung. Ist dieser stark eingeschrSnkt, kann ein ausreichender Wundstoff- 
wechsel nicht gewahrleistet werden und dies zu einem chronischen Heilungsverlauf fiihren. 
Die HMG-Proteine fordern durch die Ihduktion der Proliferation von Endothelzellen auch die 
Angiogenese im Wundbett. SchlieBlich spielt bei Wundheilungsstorungen die Seneszenz von 
Zellen eine besondere Rolle. Ein zunehmendes Alter von dermalen Fibroblasten korreliert mit 
einem reduzierten Potential zur Proliferation. Fibroblasten in chronischen Wunden weisen 
eine verschlechterte Reaktion auf Wachstumsfaktoren auf, die vermutlich auf eine steigende 
Anzahl an seneszenten Zellen zurttckzufuhren ist. Die besagten Proteine besitzen die Fahig- 
keit, diese Zellen durch ihre reprogrammierende oder „verjiingende" Eigenschaften wieder in 
einen aktiven Zustand zu versetzen und ihre Proliferation zu reaktivieren. 



SchlieBlich stellt eine stark eingeschrankte Epithelisierung eine weitere Stoning im Heilungs- 
prozess von chronischen Wunden dar, wodurch die Heilung nicht zum Abschluss gebracht 
werden kann. Ein Faktor ist dabei die eingeschrankte Migration von Epithelzellen am unmit- 
telbaren Ulcusrand. Die vorliegenden Erfinder haben gezeig^ dass HMG-Proteine die Mobili- 
tat von Zellen erhohen kfinnen, so dass auch im Hinblick auf die Migration von Epithelzellen 
eine positive Wirkung durch die HMG-Proteine auftritt. 
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Mit Hinblick das komplexe Zusammenspiel der oben beschriebenen Faktoren der Durchblu- 
tung, des Alters von im Wundbereich befindlichen Fibroblasten und der Epithelisierung der 
Wunde ist in einem Aspekt der Erfindung die Verwendung von NukleinsSuren, Transkripti- 
ons- oder Translationsprodukten von Proteinen der HMGA-Familie zusammen mit Nuklein- 
sSuren, Transkriptions- oder Translationsprodukten von Proteinen der HMGB-Familie vorge- 
sehen. Ohne durch die Theorie festgelegt sein zu wollen, gehen die vorliegenden Erfinder 
davon aus, dass Nukleinsauren, Transkriptions- oder Translationsprodukten von Proteinen der 
HMGA-Familie, einer im wesentlichen embryonal exprimierten Proteinfamilie, eine Entdiffe- 
renzierung oder ,,Vegungung" von Zellen und Geweben bewirken, die letztendlich auch das 
Proliferationspotential von Fibroblasten und die Migration von Epithelzellen erhoht Nuklein- 
sSuren, Transkriptions- oder Translationsprodukten von Proteinen der HMGB-Familie, insbe- 
sondere von HMGB1, losen im wesentlichen eine Signalkette aus, die zur Angiogenese oder 
Neovaskularisierung fiihrt. Diese unterschiedlichen Wirkungen von Angehorigen der HMGA- 
Familie und der HMGB-Familie ftihren zu einem synergistischen Efifekt hinsichtlich Angio- 
genese oder Neovaskularisierung und Wundheilung. 

Bevorzugte Erkrankungen bzw. Krankheiten, zu deren Therapie imd/oder Pravention die hier- 
in beschriebenen HMG-Proteine sowie die daftlr codierenden Nukleinsauren, wie hierin defi- 
niert, verwendet werden konnen bzw. die fur die hierin offenbarten Medikamente oder phar- 
mazeutischen Formulierungen verwendbar sind, sind insbesondere die folgenden: diabetische 
Retinopathie, proliferative Retinopathia diabetica, diabetische Nephropatiiie, Makuladegene- 
ration, Arthritis, Psoriasis, Rosacea, Besenreisevarizen, eruptives Hamangiom, kavemdses 
Hamangiom, Lippenangiom, HSmangiosarkom, Hamorrhoiden, Artheriosklerose, Angina 
pectoris, Ischamie, Infarkt, Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom, Melanom, Kaposi- 
Sarkom, Tumore, Gestose, Unfruchtbarkeit, primare und sekundare Wundheilung, gestorte 
primare und sekundare Wundheilung, chronische Wundheilung, akute Wunden und chroni- 
sche Wunden, traiunatisch bedingte Wunden, komplexe traumatische Defekte, thermische 
Verletzungen, thermische Verbrennungen, chemische Verletzungen, chemische Verbrennun- 
gen, Inzisionen, OP-Wunden, Ulcus cruris venosum, Ulcus cruris arteriosum, diabetischer 
Ulcus, Dekubitalulcus, chronisch posttraumatische Wunden, Hautkrebs sowie diese Erkran- 
kungen bei besonderen Patientengruppen, wobei die Patientengruppen insbesondere Sltere 
Personen, Personen mit UnteremShrung, Personen mit FehlemShrung, Personen mit Diabetes, 
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Personen die einer Strahlentherapie unterzogen werden oder wurden und/oder Personen mit 
Nierenerkrankungen sind. 





Bei der Angiogenese oder Neovaskularisierung ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
dass diese sich auf Gewebe oder Organe beziehen, die beispielsweise durch Explantation be- 
reitgestellt werden. So kSnnen beispielsweise zur Implanatation vorgesehene Gewebe oder 
Organe unter Verwendung der erfindungsgemaBen Verfahren zur Angiogenese oder Neo- 
vaskularisierung angeregt werden. Nach der Implantation haben solchermaBen behandelte 
Gewebe oder Organe hfihere Chancen, aufgrund der bereits induzierten Angiogenese oder 
Neovaskularisierung in den Empfangerorganismus einzuwachsen und Zell- oder Gewebe- 
schaden, die wahrend der Explantationsphase entstanden sein k6nnen, zu begrenzen oder zu 
heilen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es auch vorgesehen, dass in vitro- 
gezflchtete Gewebe oder Organe zur Angiogenese oder Neovaskularisierung angeregt werden. 

Bei der Wundheilung spielen der angiogenetische bzw. neovaskularisierende Effekt, der proli- 
ferationsfordernde Effekt der HMG-Proteine, wie bereits vorstehend erwahnt, sowie eine Be- 
schleunigung des Wundheilungsprozesses eine groBe Rolle. Von besonderem Vorteil ist bei 
Verwendung der besagten Proteine, die Art der Narbenbildung. Bei fetaler Wundheilung er- 
folgt eine ausgesprochen schnelle Wundheilung ohne Narbenbildung verglichen mit der 
postnatalen Heilung. Mit Blick darauf, dass unter Verwendung der besagten Proteine, insbe- 
sondere bei einer Kombination von Proteinen aus der HMGB- und aus der HMGA-Familie, 
eine aktive Wundheilung erfolgt, die den Prozess der fetalen Wundheilung widerspiegelt, tritt 
bei der erfindungsgemaBen Verwendung der besagten Proteine ein schneller xmd narbenfreier 
Wundverschluss auf. Ein wichtiger Aspekt bei einem jeden der Prozesse, bei denen die 
besagten Proteine erfindungsgemaB verwendet werden, ist dabei die Tatsache, dass das Risiko 
fiir Hautirritationen sowie allergische Reaktionen als aufierst gering eingestuft werden kann, 
da es sich bei den HMG-Proteinen um natttrliche, korpereigene Substanzen handelt. Daruber 
hinaus sind die besagten Proteine von Mensch xmd Tier durch eine hohe Konservierung nahe- 
zu identisch, so dass die Resultate aus in vrvo-Experimenten am Versuchstier eine hohe Ober- 
tragbarkeit am Menschen aufweisen. Es ist auch im Rahmen der Wundheilung, dass unter 
erfindungsgemaBer Anwendung der HMG-Proteine bzw. der fiir sie codierenden Nukleinsau- 
ren die Transplantation eines Hautersatzes moglich wird, wobei es sich bei dem Hautersatz 
um einen solchen handelt, der ausgehend von autologen Hautzellen und ggf. deren Vermeh- 
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rung erzeugt wird unter Verwendung der besagten Proteine als in vflro-Stimulationsfaktoren. 
Die hierzu erfbrderlichen autologen Hautzellen k5nnen beispielsweise aus Biopsien stammen. 
Typische Anwendungen sind dabei grofiflachige Verbrennungen oder Therapie-resistente 
chronische Ulzera. Auch hier, wie bei alien autologen Hautersatzverfahren, ist besonders vor- 
teilhaft, dass keine AbstoBungsreaktion des Immunsystems hervorgerufen wird. 

Mit der vorstehend beschriebenen komplexen Wirkungsweise der erfindungsgemafi verwen- 
deten HMG-Proteine bzw. der ftir sie codierenden Nukleinsauren im Sinne der Gewahrleis- 
tung einer ausreichenden Durchblutung des Wundbereiches erklart sich auch deren Verwen- 

• dung bei der Vaskularisientng bei Herzinfarkt. Unter dem Einfluss der erfindungsgemafi ver- 
wendeten HMG-Proteine kommt es zur Induktion der Proliferation von Endothelzellen, die 
die Angiogenese im Wundbett fSrdern und insoweit eine Versorgung des Herzmuskels mit 
Blutgef&Ben gewShrleisten. Gleiches gilt auch fur die Anwendung im Rahmen der Einheilung 
bei Zahn- und Knochenimplantaten. Dabei kommen auch die proliferationsfiJrdemde Wirkung 
der erfindungsgemafi verwendeten HMG-Proteine bzw. der fur sie codierenden Nukleinsauren 
einschliefilich des Angiogenese-Effektes, wie er vorstehend beschrieben wurde, zum Tragen. 
Schliefilich kommt insbesondere bei diesem Anwendungsaspekt die Wirkung zum Tragen, 
dass unter dem Einfluss der erfindungsgemafi verwendeten HMG-bindenden Proteine die Zel- 
len in ihrer MotilitSt erh6ht werden, so dass ein Um- und Einwachsen von Zahn- und Kno- 
chenimplantaten besonders gefordert wird. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass anstelle der HMG-Proteine auch Nuklein- 
sauren, wie vorstehend beschrieben, die ftir diese codieren, in die jeweilige Zelle bzw. in das 
Gewebe eingefuhrt werden. Die solchermafien behandelten Nukleinsauren sind bevorzugter- 
weise in einen Expressionsvektor eingebracht, der die Expression der Nukleinsaure in der 
jeweiligen Zelle bzw. dem von dieser mit aufgebautem Gewebe erlaubt, so dass intrazellular 
die entsprechenden HMG-Proteine exprimiert werden. Die entsprechenden Expressionsvekto- 
ren fur die jeweiligen Zellen sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise 
beschrieben in Colosimo A. et al. (2000) Transfer and expression of foreign genes in mam- 
malian cells. Review. Biotechniques 29:3 14-331 bzw. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T. (1989) A Laboratory Manual. CSH Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Geeignete 
virale Vektoren zur Expression von Genen leiten sich bspw. aus inaktivierten Viren ab, wie 
bspw. Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren, Epstein-Barr- Viren, Herpes-Simplex-Viren, 
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Papffloma-Viren, Polyoma-Viren, Retroviren, SV40 und Vaccinia-Viren. Geeignete Plasmid- 
Vektoren sind typischerweise aus prokaryotischen, eukaryotischen und/oder viralen Sequen- 
zen zusammengesetzt Beispiele hierftir sind insbesondere pTK2, pHyg , pRSVneo, pACT, 
pCAT, pCAT-basierte, pCI, pSI, pCR2.1, pCR2.1-basierte, pDEST, und pDEST-basierte. 
Den Fachleuten auf diesem Gebiet sind ebenfaUs Verfahren bekannt, um die jeweilige DNA 
in die besagten Zellen bzw. Gewebe einzuftihren, sei es dass die Einfiihrung in situ, in vivo 
oder in vitro erfolgt Zu den entsprechenden Verfahren gehoren, unter anderem, PCV 
PrSzipitation (CaP0 4 , BES-CaP0 4 , SRPO4), kationische Polymere, Liposome, Molekulare 
Konjugate (z. B. Polylysin), Gramicidin S-DNA-Lipid Komplexe, Elektroporation, biolisti- 

• sche Genkanone (engl. „biolistic gene gun ic ), Mikroinjektion, rekombinante Viren und nackte 
DNA, wie beispielsweise beschrieben in Colosimo A. et al. (2000) Transfer and expression of 
foreign genes in mammalian cells. Review. Biotechniques 29:3 14-331 sowie Sambrook, J., 
Fritsch, EJ 7 ., Maniatis, T. (1989) A Laboratory Manual. CSH Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY. 

Es ist somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Verwendung der HMG- 
Proteine, wie hierin beschrieben, ersetzt werden kann durch eine dafilr codierende Nuklein- 
saure, die zur Expression der besagten HMG-Proteine in einem Expressionssystem fuhren. 
Geeignete Expressionssysteme sind, u. a., Zellaiifschiasse, Zellen, Gewebe und/oder Organe. 

• Im erfindungsgemaBen Verfahren, insbesondere in vitro- Verfahren, zur Angiogenese oder 
Neovaskularisierung von Gewebe umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Gewebes oder eines Teils davon, 

b) Zugabe einer oder mehrerer Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(en) 
und/oder deren Translationsprodukt(en) und 

c) Inkubieren des Gewebes und der Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(en) 
und/oder deren Translationsprodukt(en), 

wobei die Nukleins3ure(n) ausgewahlt ist/sind aus der Gruppe, die Gene fur HMG- 
Proteine umfasst, 
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kfinnen die hierin beschriebenen HMG-Proteine bzw. entsprechende Nukleinsauren 
verwendet werden. 





Die Bereitstellung eines Gewebes kann dabei beispielsweise durch Biopsie oder Explantation 
erfolgen. 

Das Inkubieren des Gewebes mit einer NukleinsSure, deren Transkriptionsprodukt und/oder 
deren Translationsprodukt, wie hierin beschrieben bzw. definiert, zu dem Gewebe oder einem 
Teil davon kann dabei so vorgenommen werden, dass eine Aufhahme des Translationspro- 
duktes bzw. der NukleinsSure oder deren Transkriptionsprodukt in eine oder mehrere Zellen 
des Gewebes erfolgt. Bevorzugterweise wird die Nukleinsaure hierzu in einer Form bereitge- 
stellt, die eine Transfizierung einer oder mehrerer Zellen des Gewebes erlaubt Geeignete 
MaBtiahmen hierzu sind beispielsweise das Zugeben der Nukleinsaure bzw. deren Transkrip- 
tionsprodukt in Form eines bzw. das Inkubieren mit Hilfe eines Liposoms oder einer anderen 
Form, welche die Transfektion von Zellen mit NukleinsSuren erlaubt. Die Translationspro- 
dukte, insbesondere die erfindungsgemSB verwendeten HMG-Proteine konnen im Rahmen 
der Inkubation in die Zelle eingefiihrt werden unter Anwendung von im Stand der Technik 
bekannten Verfahren, so beispielsweise durch Elektroporation, Behandlung der Zellmembran 
mittels eines Bakteriotoxins, wie beispielsweise Streptolysin O oder Protein-Transduktions- 
Domanen und Peptid-Carrier. 

Die Elektroporation, bei der mit einem kurzen elektrischen Stromstofi (Puis) reversible OfF- 
nungen (Poren) in einer Membran erzeugt warden konnen, wurde in den 70er Jahren erstmalig 
zum Einbringen von Xenomolekulen in Zellen genutzt Durch die entstandenen Membranpo- 
ren konnen sowohl niedermolekulare Substanzen (z. B. Farbstoffe und Peptide) als auch 
hochmolekulare Stoffe (z. B. Proteine, DNA und RNA) in Bakterienzellen sowie eukaryoti- 
schen Zellen eingeschleust werden. Da diese Methode jedoch im Verhaltnis zu anderen Me- 
thoden eine relativ geringe TransportefiSzienz aufweist, wird man im Rahmen bevorzugter- 
weise einer klinischen Anwendung bevorzugterweise auf die im Folgenden beschriebenen 
Methoden und Agenzien zurtickgreifen. 
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Membranen eukaryotischer Zellen lassen sich mittels eines Bakterientoxins, wie z. B. Strepto- 
lysin O permeabilisieren. Der Transfer von HMG-Proteinen in eukaryotische ZeUen mit Hilfe 
von Streptolysin O (SLO) erfolgt durch Variationen in der Ca 2+ -Konzentration: in Abwesen- 
heit von Ca 2+ -Ionen erfolgt die Lyse der Zellen und durch die nachfolgende Zugabe von Ca 2+ - 
Ionen kdnnen die Zellenporen wieder verschlossen werden. Um eine Reversibilitat des Lyse- 
vorganges zu gewahrleisten, wird die optimale SLO-Konzentartion furjeden Zelltyp im Rah- 
men von den Fachleuten auf dem Gebiet bekannten Routineversuchen spezifisch ermittelt 
Mit Hilfe dieser Methode werden die hierin offenbarten Wirkstoffe, d. h. die HMG-Proteine 
und die dafur codierenden Nukleinsauren, wie hierin beschrieben, in beispielsweise Haut- 

• Zellen geschleust, um z. B das Wachstum von in vitro kultivierten autologen Keratinozyten 
zu stimulieren. Hochproliferative Zellen konnen auf diese Weise Patienten mit chronischen 
Wunden bzw. Verbrennungspatienten als Transplantat zur Verfugung gestellt werden. 

Liposomen wurden erstmals 1961 fur Studien zum Ionentransport durch die Zellmembran 
eingesetzt und wurde spater als ein niitzliches Transportmittel fur Medikamentenwirkstoffe 
entdeckt. Wahrend jedoch die systemische Anwendung von in Liposomen eingekapselten 
Medikamenten bislang nur wenige Erfolge brachte, erQfmet die topische Applikation von 
Liposomen in der Dermatologie neue Chancen. Daruber hinaus werden inzwischen auch 
Kosmetika auf Liposomenbasis in den vereinigten Staaten und Westeuropa vermarktet. Inso- 
weit stellen Liposomen besonders bevorzugte Applikationsformen fur die Verabreichung der 

•HMG-Proteine bzw. der fur sie codierenden Nukleinsauren dar, insbesondere im Falle der 
hierin beschriebenen Herstellung von Medikamenten und Produkten zur aufierlichen Auftra- 
gung. 

Liposomen sind Mycellen, die in ihrem Aufbau der Doppellipidschicht der Zellmembran glei- 
chen und somit, wenn man sie im Oberschuss zugibt, mit den Zellen verschmelzen. Vorher in 
die hydrophile Phase der Liposomen eingebrachte bzw. verkapselte Wirkstoffe konnen daher 
in der Zelle freigegeben werden. Die Klassifikation von Liposomen basiert auf ihrer Gr6Be 
und auf der Anzahl der Lipiddoppelschichten. Es gibt groBe Vesikel (von 0,1 bis >10 fan) mit 
mehreren Lipiddoppelschichten (multilammellar large vesicles = MLV), groBe Vesikel 
0,06 /an) mit einer Lipiddoppelschicht (large unilamellar vesicles) und kleine Vesikel (0,02 - 
0,05 fjm) mit einer Lipiddoppelschicht (small unilamellar vesicles). Ober die Anzahl der Li- 
piddoppellayer kann bis zu einem gewissen Grad die quantitative Freilassung oder Freiset- 
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zung des Wirkstoffes in der Zelle gesteuert werden. Desweiteren kann fiber den Einbau von 
z. B. Ceramiden anstelle der Phospholipidkomponenten, d. h. Strukturen, die denen der Mem- 
branstrukturen von Keratinozyten Mhneln, die Kompatibilitat zwischen Liposomen und der 
Haut erheht werden. Diese Methode eignet sich daher besonders ftir ein topisch zu applizie- 
rendes Praparat mit einem Wirkstoff auf der Basis der hierin beschriebenen HMG-Proteine 
und der dafur codierenden Nukleinsauren. Aufgrund der geringen GroBe der HMG-Proteine, 
insbesondere der HMGA-Proteine (<12 kDa), eignen sich diese daruber hinaus besonders gut 
fur eine Verpackung in Liposomen. 

• Protein Transduktions DomSnen (PTD) und Peptid-Carrier stellen eine effiziente Moglichkeit 
dar, urn die erfindungsgemaB verwendeten Proteine in Zellen zu schleusen. PTDs sind im 
Allgemeinen kurze Peptide von 10 - 16 Aminosauren (meist positiv geladene Lysin und Argi- 
ninreste), die kovalent mit dem zu transportierenden Protein verbunden sind. Die PTD- 
vermittelte Transduktion erfolgt fiber einen bislang wenig bekannten Mechanismus, der unab- 
hangig von Rezeptoren, Transportem und der Endocytose ist. Mit Hilfe der PTDs konnten 
bereits Proteine mit einer GroBe von bis zu 700 kDa in Zellen geschleust werden. Desweite- 
ren sind die PTDs insbesondere ftir den Transport von Medikamentenwirkstoffen wie den 
erfindungsgemaB verwendeten HMG-Proteinen und den sie codierenden Nukleinsauren, wie 
hierin beschrieben, geeignet, da bereits die in vz'vp-Transduktion von Proteinen in Geweben 
und Zellen nachgewiesen werden konnte. Durch die kovalente Bindung der PTDs an die zu 

• fibertragenden Proteine ist diese Technologie jedoch hinsichtlich einer vollstSndig zu erhal- 
tenden Funktionalitat des zu transportierenden Wirkstoffes bedingt limitiert Bevorzugterwei- 
se wird auch deshalb in bevorzugten Ausfuhrungsformen auf nicht-kovalente Peptid Carrier 
zurQckgegrififen, wie z. B. dem Chariot Reagenz (Carlsbad). Dieses Protein Transport System 
beruht auf einem kurzen synthetischen Signalpeptid (Pep-1), das sich mit dem zu transportie- 
renden Protein fiber nichtkovalente hydrophobe Interaktionen komplexiert. Innerhalb der Zel- 
le dissoziert das transportierte Protein von dem Pep 1 -Peptid und wird durch zellulare Trans- 
portmechanismen weiter zu der vorhergesehenen intrazellularen Lokalisation transportiert 
werden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die hohe Effizienz des Transportes von - je 
nach Zelltyp und Protein - 60 - 95 %. Diese Methode eignet sich damit sowohl fttr den Ein- 
satz im Rahmen der durch die HMG-Proteine vermittelten ProliferationsfiJrderung bei in vitro 
kultivierten autologen Haut-Zellen als auch im Rahmen eines topisch zu applizierenden ent- 
sprechenden Praparates mit einem oder mehreren der hierin beschriebenen Wirkstoffen. 
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Die Inkubation des Gewebes mit der NukleinsSure, deren Transkriptionsprodukt und/oder 
deren Translationsprodukt erfolgt dabei unter Bedingungen, die eine Aufiiahme derselben in 
die Zelle bzw. das Gewebe erlaubt Bevorzugterweise erfolgt die Likubation bei 37°C unter 
physiologischen Bedingungen. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Fonnulie- 
rung, welche eine oder mehrere Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder 
deren Translationsprodukt(e), wie hierin beschrieben und einen pharmazeutisch geeigneten 

• TrSger umfasst. Eine pharmazeutische Fonnulierung kann dabei eine solche sein, die fur die 
verschiedenen Formen der Applikation ausgebildet ist Derartige Applikationsformen schlie- 
Ben insbesondere die topische Applikation und die subkutane Applikation ein. Gleiches gilt 
fiir die kosmetische Fonnulierung gemaB der vorliegenden Erfindung. Als geeignete pharma- 
zeutische TrSger oder auch kosmetische TrSger, wie beispielsweise in der Verordnung tiber 
kosmetische Mittel vom 19Juni 1995 ftir die Bundsrepublik Deutschland geregelt, konnen die 
folgenden einzelnen oder in beliebiger Kombination verwendet werden: Puffer, Stabilisato- 
ren, Bakteriostatika, Alkohole, Basen, Sauren, Starke, Feuchthaltemittel, Cremes, Fettsalben, 
Emulsionen (Ol in Wasser (O/W); Wasser in Ol (W/O); Wasser in Ol in Wasser (W/O/W)), 
Mikroemulsionen, modifizierte Emulsionen, Nanopartikel/Nanoemulsionen, Liposomen, 
Hydrodispersionsgeie (Hydrogele, Alkoholgele, Lipogele, Tensidgele), Gel-Creme, Lotionen, 
Ole/Olbader und Sprays. 

Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Formulierungen konnen dabei neben den erfin- 
dungsgemafl verwendeten HMG-Proteinen bzw. der/den dafiir codierenden Nukleinsaure(n) 
oder den von der Nukleinsauresequenz der HMG-Proteine abgeleiteten inhibitorisch wirken- 
den Nukleinsauren wie Antisense-Nukleinsauren, Ribozyme oder RNAi noch weitere Wirk- 
stofFe enthalten. Pharmazeutische oder kosmetische Formulierungen, die mindestens ein 
HMG-Protein bzw. eine dafiir codierende Nukleinsaure enthalten, sind insbesondere Salben, 
Cremes und Gele. 

Der vorliegenden Erfindung liegt weiterhin die flberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die 
HMG-Proteine, einen spontanen Transfer in tierische Zellen, insbesondere Epithelzelle und 
ganz besonders bevorzugt in menschliche Epithelzellen zeigen. Infolge dessen ist es moglich, 
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die besagten Proteine direkt auf eine mit Zellen bedeckte Oberflache, insbesondere auf die zu 
behandelnden Zellen, aufeutragen, die sodann die besagten Proteine spontan aufiiehmen. Be- 
vorzugterweise befinden sich dabei die Proteine in einem Tragermedium, welches diesen 
spontanen Transfer fordert. Derartige Transfermedien sind beispielsweise wassrige oder alko- 
holische Losungen oder geeignete Emulsionen oder andere Phasen oder Phasengemische. 
Dieses ttberraschende Verhalten der HMG-Proteine erlaubt deren direkte Verwendung in 
pharmazeutischen und/oder kosmetischen Fonnulierungen, wobei keine besonderen weiteren 
MaBnahmen, wie beispielsweise die Verwendung von Streptolysin zur Aufiiahme der Protei- 
ne in die zu behandelnde Zelle, erforderlich sind. 

^j^Bei der Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsaure(n), deren Transkriptionspro- 
dukt(en) und/oder deren Translationsprodukt(en) oder damit erstellten pharmazeutischen 
Fonnulierungen konnen jegliche im Stand der Technik bekannte Applikationsmethoden ein- 
gesetzt werden. Beispielsweise kann fiber Injektionsspritzen eine intradermale, subkutane 
intramuskulare oder intravenose bzw. intraarterielle Applikation vorgenommen werden, bzw. 
eine Applikation kann direkt in das Zielgewebe erfolgen. Ebenfalls verwendet werden konnen 
Kathetersonden oder eine direkte Auftragung eines freigelegten Zielgewebes. Die jeweils ver- 
wendete Applikationsmethode wird sich normalerweise nach dem Zielgewebe richten. Soli 
beispielsweise eine Revaskularisierung von Herzmuskelgewebe erreicht werden, wird eine 
Applizierung einer erfindungsgemaBen Formulierung fiber Katheter, Kanfilen oder ein Kom- 

•binationsinstrument bevorzugt sein, das beispielsweise im Rahmen der TMLR auch die Ver- 
abreichung von Laserstrahlen ermoglicht Soli beispielsweise Hautgewebe erreicht werden, 
beispielsweise zur Forderung der Angiogenese beispielsweise im Sinne einer Verbesserung 
von Wundheilung durch die erfindungsgemaBen Nukleinsauren deren Transkriptions- oder 
Translationsprodukte bzw. zur Tnhibierung von Angiogenese beispielsweise im Falle von 
Hamangiomen oder Besenreisevarizen durch von erfindungsgemaBen Nukleinsauren abgelei- 
teten inhibitorischen Molekfilen wie Antisense-Nukleinsauren, Ribozymen oder RNAi oder 
im Rahmen von Screening- Verfahren gefundenen inhibitorischen Substanzen, daim kann bei- 
spielweise eine intradermale oder subkutane Verabreichung oder auch eine topische Auftra- 
gung in Form von Cremes angezeigt sein. Es liegt innerhalb des KOnnens des Fachmaims, 
geeignete Verabreichungsmethoden auszuwahlen. 
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In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung Zellen, die durch das erfindungs- 
gemSBe Verfahren erhaltlich sind sowie Gewebe, die durch das erfindungsgemafie Verfahren 
erhaltlich sind. 





In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung Tragermaterial, welches eine oder mehrere 
Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) um- 
fasst, wobei die Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translati- 
onsprodukt(e) solche, wie sie hierin beschrieben sind, darstellen konnen. Das Tragermaterial 
wird insbesondere als Implantat oder als Abdeckmaterial, bevorzugt zur Wundheilung aber 
auch fur eine jegliche andere der hierin beschriebenen Erkrankungen oder Zustande, verwen- 
det. Grundsatzlich sind jegliche Materialien hierzu verwendbar, die fiir Implantatmaterialien 
oder als Abdeckmittel bzw. Tragermaterial fiir die Wundheilung oder die anderen, hierin be- 
schriebenen Anwendungen, die mit der Bereitstellung einer Oberflache, an bzw. auf der die 
HMG-Proteine, wie sie hierin beschrieben sind, kovalent oder nicht-kovalent gebunden sind 
oder werden, verbunden sind, wie sie im Stand der Technik bekannt sind, bereits verwendet 
werden, einschlieBlich, aber nicht darauf beschrSnkt Hydrokolloide, Hydrogele, Hydropoly- 
mere, Schaumverbande, Kalziumalginate, Aktivkohle, Schaumstoff, Folien, Silikonschaum, 
Fleecestoffe, Kunstseide, Baumwollgase, Kautschuk, Paraffin und ParafBngase. Geeignete 
Kunststoffe sind dabei Polyethylene, Polyvinylene, Polyamide und Polyurethane. Die erfin- 
dungsgemafi verwendeten Nukleinsauren und HMG-Proteine sind bevorzugterweise an dem 
Tragermaterial in nicht-kovalenter Art und Weise absorbiert. Es ist jedoch auch im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung, dass diese kovalent gebunden sind und/oder xmter den jeweiligen 
Anwendungsbedingungen eine Freisetzung derselben von dem eigentlichen Tragermaterial 
erfolgt. Geeignete AnwendungsmSglichkeiten sind dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt 
Eine besondere Form des Tragermaterials ist das Wundabdeckungsmaterial, welches aus ei- 
nem Basisdeckmaterial und einer oder mehreren Nukleinsaure(n), deren Transkriptionspro- 
dukt(en) und/oder deren Translationsprodukt(en) besteht, wobei diese wie hierin beschrieben 
ausgestaltet sind. In diesem Falle kann das Basisdeckmaterial ein Tragermaterial im hierin 
beschriebenen Sinne darstellen. 



In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Screenen ei- 
ner Verbindung, wobei die Verbindung der Ffirderung und/oder der Tnhibierung eines Prozes- 
ses dient Der Prozess kann dabei ein jeder der Prozesse, einzeln oder in beliebigen Kombina- 
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tionen, sein, wie sie hierin beschrieben sind, insbesondere kann der Prozess ausgewahlt sein 
aus der Gruppe, die Angiogenese, Neovaskularisierung, Wundheilung, Angiogenese im 
Wundbett, Epithelisierung, Vaskularisierung bei Herzinfarkt und Einheilung bei Zahn- und 
Knochenimplantaten umfasst. 

Im einfachsten Falle sieht das erfindungsgemaBe Verfahren zum Screenen einer Verbindung 
vor, dass die folgenden Schritte realisiert werden: 

a) Bereitstellen eines Testsystems fflr den Prozess; 




b) Bereitstellen einer Kandidaten- Verbindung; und 



c) Testen der Kandidaten-Verbindung und Bestimmen der von der Kandidaten- 
Verbindung in dem System verursachten Reaktion. 

Bei einem Testsystem handelt es sich bevorzugterweise urn ein solches, welches erlaubt, den 
jeweiligen Prozess darzustellen, insbesondere darzustellen unter dem Einfluss einer Verbin- 
dung, von der vermutet wird, dass sie den Prozess entweder fordert oder inhibiert, einer soge- 
nannten Kandidaten-Verbindung, und/oder unter dem Einfluss einer Referenz-Verbindung. 
Derartige Systeme sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. Bevorzugterweise umfasst 
ein derartiges Testsystem eine oder mehrere Zellen, gegebenenfalls ein Gewebeoder Gewebe, 
| die die besagte(n) Zelle(n) enthalten, wobei das Verhalten der Zellen bzw. des Gewebes un- 
tersucht wird. Das Verhalten ist dabei insbesondere Wanderung von Zellen, Ausschuttung 
von Signalmolekttlen, Angiogenese oder Neovaskularisierung von Geweben. Neben dem di- 
rekten Wachstum konnen dabei auch andere Phanomene oder Parameter verwendet werden, 
urn eine Reaktion des Testsystems zu beschreiben. Derartige Parameter k6nnen beispielswei- 
se biochemische, genetische, molekulargenetische, molekularbiologische, histologische, zyto- 
logische, physiologische und phSnotypische Parameter sein. Biochemische Parameter konnen 
beispielsweise Stofiwechselwege, typische Edukte ebenso wie Produkte davon sein, die mit 
den besagten Prozessen direkt oder indirekt verbxmden sind. Genetische und molekulargeneti- 
sche Parameter sind dabei solche, die auf der Ebene der NukleinsSure, sowohl genomische 
NukleinsSure als auch hnRNA, mRNA und dergleichen, mit den besagten Prozessen verbun- 
den sind. Dabei kann es im Rahmen der vorliegenden Erfindung sein, dass als genetischer 
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Parameter das Auftreten einer entsprechenden Nukleinsaure gemessen wird, das Verschwin- 
den einer entsprechenden Nukleinsaure, oder deren quantitative VerSnderung bei der Forde- 
rung bzw. Ihhibierang der besagten Prozesse. Mit molekularbiologischen Parametern kfJnnen 
u.a. Proteine tlber deren Auftreten und Verschwinden mit den besagten Prozessen verbunden 
sein. Physiologische Parameter konnen dabei das Verhalten, insbesondere das Ansprechver- 
halten, der Zellen bzw. des Gewebes sein auf Reize, wie beispielsweise biologische, chemi- 
sche oder physikalische Reize, die von dem jeweiligen Testsystem, d. h. den Zellen bzw. dem 
Gewebe in AbhSngigkeit von dem Prozess bzw. dessen Forderung oder Inhibierung unter- 
schiedlich beantwortet werden. 

In einer Ausfuhrungsform ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zum Screenen einer 
Verbindung zur FSrderung und/oder Inhibierung derartiger Prozesse vorgesehen, dass neben 
einem entsprechenden Testsystem fBr den Prozess eine Referenz-Verbindung bereitgestellt 
wird und die Referenz-Verbindung mit dem Testsystem in Kontakt gebracht wird, <L h. die 
Referenz-Verbindung im Testsystem getestet wird Dieses Kontaktieren erfolgt bevorzugter- 
weise dadurch, dass die Referenz-Verbindung, bevorzugterweise in Form einer Losung, be- 
vorzugtererweise in LOsung in einem Puffer vorliegend, mit dem Testsystem in Verbindung 
gebracht wird, bevorzugterweise dem Kulturmedium hinzugesetzt wird. Es ist auch im Rah- 
men der vorliegenden Erfindung, dass das Inkontaktbringen der Referenz-Verbindung mit 
dem Testsystem ortsspezifisch erfolgt, beispielsweise die Referenz-Verbindung in bestimmte 

• Zellen des Gewebes oder aber auch in bestimmte Kompartimente der Zelle(n) eingebracht 
wird. Die Zell-spezifische ebenso wie die Kompartiment-spezifische Verabreichung derartiger 
Referenz-Verbindungen sind den Fachleuten auf dem Gebiet grundsStzlich bekannt. Es k6n- 
nen z.B. Referenz-Verbindungen fiber Mikroinjektion, in definierte Bereiche bzw. Komparti- 
mente der Zelle injiziert werden wie beispielsweise beschrieben in Wang B et al (2001) Ex- 
pression of a reporter gene after microinjection of mammalian artificial chromosomes into 
pronuclei of bovine zygotes. Mol Reprod Dev 60:433-8. Zudem stehen Verfahren zur VerfG- 
gung, Referenz-Verbindungen z.B. fiber Aminosauretransporter zu behandeln oder zu modifi- 
zieren, so dass die Referenz-Verbindungen spezifische Zellen, wie z.B. Fibroblasten, wie bei- 
spielsweise beschrieben in Palacin M et al. (1998) Molecular biology of mammalian plasma 
membrane amino acid transporters. Physiol Rev 78:969-1054, oder spezifische Zellkompar- 
timente, wie z.B. den Nukleus, wie beispielsweise beschrieben in Chaloin L et al. (1998) De- 
sign of carrier peptide-oligonucleotide conjugates with rapid membrane translocation and 
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nuclear localization properties. Biochem Biophys Res Commun 243:601-608, oder die Mito- 
chondrien, wie beispielsweise beschrieben in Pain D et al. (1991) Machinery for protein im- 
port into chloroplasts and mitochondria. Genet Eng (N Y) 13:153-166., erreichen. Die Zell- 
spezifische oder die Kompartiment-spezifische Verabreichung kann auch ftir die Kandidaten- 
Verbindung, wie hierin beschrieben, erfolgen. 

hi einem nachsten Schritt erfolgt eine Bestimmung der von der Referenz-Verbindung im 
Testsystem verursachten Reaktion. Dabei konnen wiederum bevorzugterweise die vorstehend 
genannten Parameter verwendet werden, urn den Einfluss der Referenz-Verbindung im Test- 

• system zu bestimmen. In einem weiteren Schritt dieser Ausfiihrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens zum Screenen einer Verbindung zur Forderung und/oder Inhibierung eines 
der besagten Prozesse wird sodann die Kandidaten-Verbindung bereitgestellt und diese, ahn- 
Uch wie die Referenz-Verbindung, in dem Testsystem getestet. AnschlieBend erfolgt die Be- 
stimmung der von der Kandidaten-Verbindung im Testsystem verursachten Reaktion, wobei 
grundsatzlich die im Zusammenhang mit der Referenz-Verbindung besprochenen Parameter 
herangezogen werden kSnnen. SchlieBlich wird die Reaktion des Testsystems, ausgedrttckt 
durch die vorstehend genannten Parameter, unter dem Einfluss der Referenz-Verbindung mit 
dem Verhalten des Testsystems unter dem Einfluss der Kandidaten-Verbindung im Testsys- 
tem verglichen. Dabei wird eine Kandidaten-Verbindung als eine Verbindung zur Forderung 
eines oder mehrerer der besagten Prozesse bezeichnet, wenn der jeweilige Prozess unter dem 

• Einfluss der Kandidaten-Verbindung die gleiche Reaktion oder eine stSrkere Reaktion in dem 
Testsystem hervorraft als die Referenz-Verbindung. Umgekehrt ist eine Kandidaten- 
Verbindung eine Verbindung zur Inhibierung eines oder mehrerer der besagten Prozesse, 
wenn die Kandidaten-Verbindung im Testsystem eine Reaktion hervorruft, die geringer ist als 
die entsprechende Reaktion der Referenz-Verbindung. Dabei ist es im Rahmen der vorliegen- 
den Erfindung, dass ein und dieselbe Kandidaten-Verbindung durchaus unterschiedliche Wir- 
kungen im Sinne von Inhibierung bzw. Forderung fiir einen Prozess gegenilber einem anderen 
der vorstehend genannten Prozesse zeigt. Weiterhin ist es im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung, dass die zeitliche Abfolge des Testens der Referenz-Verbindung und der Kandidaten- 
Verbindung auch umgekehrt werden kann. 
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In einem weiteren Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens zum Screenen einer Verbin- 
dung zur Forderung und/oder Inhibierung eines der besagten Prozesse wird wiederum ein 
Testsystem fur den Prozess bereitgesteUt und anschUefiend eine Referenz-Verbindung. In die- 
ser Ausflihrungsfonn ist die Referenz-Verbindung sodann mit einer Markierung versehen. 
Grundsatzlich sind jegliche Markiemngen geeignet, insbesondere solche, welche eine radio- 
aktive, fluoreszierende, immunologische, Enzym- oder Afrinitats-Markierung umfasst bzw. 
eine solche erlaubt. Radioaktive Markierungen sind dabei insbesondere 'H, 3 H, 35 S, 32 P, 33 P, 
l2 % 51 Cr, 13 C und 14 C, Fluoreszenzmarkierungen umfassen dabei Markierungen mit Fluores- 
cein, Fluorescamin, Isocyanat, Luciferase, Rhodamin, Texas Red, Cy3 und Cy5. Zu den im- 
munologischen Markierungen gehfiren neben diversen Immunogenen u.a. die Lnmunglobuli- 
ne IgM, IgA, IgD, IgE und IgG, inklusive, aber nicht darauf beschrankt, IgGl, IgG2a und 
IgG2b. Enzym-Markierungen umfassen insbesondere die alkalische Phosphatase und die Pe- 
roxidase. Zu den Affinitatmarkierungen gehoren GST- und His-Tag-Markierungen sowie 
Markierungen tiber Biotin und Digoxigenin. Bevorzugterweise wird die Markierung eine sol- 
che sein, welche die Reaktion, die die Referenz-Verbindung im Testsystem verursacht, nicht 
nachteilig beeinflusst Eine solchermaBen markierte Referenz-Verbindung wird sodann, wie 
vorstehend beschrieben, im Testsystem getestet und die von ihr verursachte Reaktion im Test- 
system bestimmt. In einem weiteren Schritt wird sodann eine Kandidaten-Verbindung bereit- 
gestellt und auch diese im Testsystem wie vorstehend geschildert getestet, wobei das Testsys- 
tem die Referenz-Verbindung wahrend des Testens der durch die Kandidaten-Verbindung 
verursachten Reaktion enfhait Dabei ist bevorzugt, dass das Testen unter Bedingungen er- 
folgt, die gewahrleisten, dass die Referenz-Verbindung nach wie vor biologisch aktiv ist, d. h. 
die fbrdemde bzw. inhibierende Wirkung zeigt. Nach Zugabe der Kandidaten-Verbindung 
wird die Reaktion des Testsystems wiederum bestimmt, wobei es grundsatzlich moglich ist, 
dass die vorstehend beschriebenen biochemischen Parameter herangezogen werden. Bevor- 
zugterweise wird in Erganzung dazu oder alternativ dazu die Menge an freigesetzter Refe- 
renz-Verbindung mittels der entsprechenden Markierung oder aber die freigesetzte Markie- 
rung als solches bestimmt. 



In einem noch weiteren Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens zum Screenen einer Ver- 
bindung zur Fdrderung und/oder Inhibierung eines der besagten Prozesse ist vorgesehen, dass 
eine Markierung der Kandidaten-Verbindung erfolgt. In einer Ausfuhrungsform ist dabei vor- 
gesehen, dass die Kandidaten-Verbindung bereitgesteUt wird und anschlieBend das Testsys- 
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tem getestet wird und die von der Kandidaten-Verbindung im Testsystem verursachten Reac- 
tion bestimmt wird mit anschlieBender Bereitstellung einer Referenz-Veibindung, gefolgt 
vom Testen der Referenz-Verbindung in dem Testsystem, wobei das Testsystem die Kandida- 
ten-Verbindung enthait, insbesondere unter Bedingungen, die gewShrleisten, dass die Refe- 
renz-Verbindung physiologisch aktiv ist, und die Reaktion des Testsystems bestimmt, wobei 
insbesondere die Menge an freigesetzter Kandidaten-Verbindung und/oder freigesetzter Mar- 
kierung der Kandidaten-Verbindung bestimmt wird. Altemativ, aber auch in Erganzung dazu, 
k6nnen die besagten Parameter bestimmt werden, wie vorstehend beschrieben, um die Reak- 
tion sowohl der Referenz-Verbindung als auch der Kandidaten-Verbindung auf den jeweili- 

•gen Prozess zu charakterisieren. Es ist dabei auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
wehn die Reihenfolge der Zugabe von Kandidaten-Verbindung und Referenz-Verbindung, 
unabhangig davon, welche der Verbindungen mit einer Markierung versehen ist, umgekehrt 
wird. Im ersten der beiden vorstehend beschriebenen Verfahrensweisen verdrangt die Refe- 
renz-Verbindung die Kandidaten-Verbindung, im zweiten Falle verdrangt die Kandidaten- 
Verbindung die Referenz-Verbindung. SchlieBlich ist es im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung, dass bei den verschiedenen Aspekten der erfindungsgemaBen Screenmg-Verfahren, bei 
denen eine Markierung entweder der Kandidaten-Verbindung oder der Referenz-Verbindung 
vorliegt, hierin auch als erste Markierung bezeichnet, auch die jeweils andere Verbindung 
eine Markierung tragt, im folgenden auch als zweite Markierung bezeichnet, wobei die erste 
und die zweite Markierung bevorzugterweise voneinander verschieden sind. 

^^^Im Rahmen einer jeglichen der erfindungsgemaBen Verfahren zum Screenen einer Verbin- 
dung zur Ffirderung und/oder Inhibierung eines der besagten Prozesse ist dabei vorgesehen, 
dass die Referenz-Verbindung eine Nukleinsaure, oder deren Transkriptionsprodukt oder de- 
ren Translationsprodukt, gegebenenfalls eine Kombination derselben, ist, wobei die Nuklein- 
saure eine solche ist, die aus der Gruppe ausgewShlt ist, die Gene fur HMG-Proteine umfasst. 
Besonders bevorzugte HMG-Proteine sind dabei jene, wie sie hierin beschrieben sind, insbe- 
sondere jene gemSB SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 30 bzw. die fur Proteine codierenden 
Nukleinsauren gemaB SEQ ID No. 31 bis 64 und jene, wie sie in den Tabellen 1 bzw. 2 dar- 
gestellt sind. 
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Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass im Rahmen der verschiedenen Anwen- 
dungen bzw. Verwendungen ein einzelnes der hierin beschriebenen HMG-Proteine und/oder 
eine einzelne dafiir oder ffir eines der hierin beschriebenen HMG-Proteine codierende Nuk- 
leinsaure verwendet wird. Es ist jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass 
eine Mischung aus zwei oder mehreren der besagten Proteine bzw. der fur sie codierenden 
Nukleinsauren verwendet werden. Es ist weiterhin im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
dass die Begriffe Protein und Peptid bzw. Polypeptid hierin synonym verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung wird im Folgenden anhand der Figuren, Beispiele sowie des Se- 
quenzprotokolls erlautert, aus denen sich weitere Merkmale, Ausgestaltungsformen und Vor- 
teile ergeben. Dabei zeigt 

Fig. 1 ein Diagramm mit Sprossenlangen aus Spharoiden nach Behandlung mit VEGF oder 
HMGBl-Protein; 

Fig. 2 ein Diagramm mit Sprossenlangen aus Spharoiden nach Behandlung mit VEGF oder 
HMGAl-Protein. 



Beispiel 1 : Kultivierung yon Endothelzellen 



Methode: 

Fiir die Kultivierung von hum an en Endothelzellen wurden Arterienpraparate der Arteria caro- 
tis verwendet Nach der Entnahme wurden die Gewebsstficke bis zur Praparation in Hanks- 
Losung gelagert. Die Praparation erfolgte in Hanks-Losung, indem die Intima vorsichtig von 
der Media getrennt wurde. AnschlieBend wurden die ca. 1 mm groflen GewebsstUckchen auf 
DeckglSschen gelegt und umgekehrt in der Zellkulturflasche kultiviert. Die Vorkultivierung 
erfolgt in 1 ml endothelialem Wachstumsmedium mit den dazugehdrigen Wachstumsfaktoren 
bei 37°C und 5 % C0 2 . Nach dem Erreichen einer konfluenten Zelldichte wurden die Zellen 
mit PBS gewaschen, trypsiniert und 1:3 geteilt. 
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Ergebnisse: 

Nach ca. 2 Wochen konnten erste ausgewanderte Zellen beobachtet werden. Zur Verifizierung 
der Zellen wurde eine Immunhistochemie mit dem anti human CD 31 endothelial cell Anti- 
kdiper durchgefiihrt. Dadurch konnte bestatigt werden, dass es sich hierbei urn humane Endo- 
thelzellenhandelt. 

Beispiel 2 : Prolif erationstest endothelialer ZeUen durch die AppUkation von HMGB1 

• Optimierung der Zellzahl 
Methode: 

Der Proliferationstest wurde mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit der Finna Roche 
durchgefiihrt . 

Zur Ennittlung der optimalen Zellzahl wurden verschiedene Verdtinnungen der Endothelzel- 
len (10 5 - 10 2 Zellen/100 pi) in 96 well Platten fttr 2 Tage bei 37°C und 5 % C0 2 in dem ent- 
sprechenden Wachstumsmedium kultiviert. Als Kontrolle diente das entsprechende Wachs- 
tumsmedium. Anschliefiend wurde pro Napf 10 pi BrdU (Konzentration: 10 pM) zugegeben 

• und der Ansatz fttr 2h 30 min bei 37°C und 5 % C0 2 inkubiert Nachdem das Medium abge- 
saugt wurde, erfolgte die Fixierung der Zellen mit 200 ul/Napf Fixierungslosung durch eine 
Inkubation von 30 min bei RT. Danach wurden 100 pl/Napf anti-BrdU-AntikOrper zugegeben 
und 90 min bei RT inkubiert. Zur Entfernung des nicht gebundenen Antikerpers wurde der 
Ansatz dreimal mit 200 pi Waschlosung gewaschen. Um die Proliferation mittels kolorimetri- 
scher Bestimmung zu messen, wurde zu dem Ansatz 100 pl/Napf Substrat gegeben, nach ca. 
5 min mit 25 ul/Napf 1 M H 2 S0 4 gestoppt und die Absorption von 450 nm zu 750 nm mittels 
anthos readers 2001 gemessen. Es wurden pro Verdiinnung drei Ansatze durchgefiihrt. 
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Ergebnisse: 

Nach Berechnung des Mittelwertes der Parallelansatze wurden die verschiedenen Verdttnnun- 
gen der Endothelzellen mittels Microsoft Excel graphisch dargestellt und ausgewertet Dabei 
ergab sich eine optimale Zellzahl von 5.000-7.500 Zellen/100 jal. 

Application von HMGB1 zu Endothelzellen 

Methode: 

Die Kultivierung erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Nach Verteilung der optimalen Zell- 
zahl der Endothelzellen in die entsprechenden NSpfe einer 96 Napf-Platte wurde der Ansatz 
fUr 24 h bei 37°C und 5 % C0 2 kultiviert Danach erfolgte die Zugabe von venschiedenen 
HMGBl-Konzentrationen (1 ng, 0,1 jig und 10 ng). Es wurden pro HMGBl-Konzentration 3 
Parallelansatze durchgeftihrt Nach einer Kultivierung von weiteren 24 h erfolgte die Zugabe 
von BrdU. Die weiteren Schritte wurden wie in Beispiel 2 unter „Optimierung der Zellzahl" 
beschrieben durchgeftihrt. 

Ergebnisse: 

• Es konnte bei den Endothelzellen, denen HMGB1 appliziert wurde, eine erhohte Proliferati- 
onsrate im Vergleich zur Negativkontrolle festgestellt werden. Dabei konnte eine Korrelation 
zwischen der Proliferationsrate und der applizierten HMGBl-Konzentration gezeigt werden. 
Allgemein konnte bei den Zellen, denen HMGB1 appliziert wurde, eine erhohte Mitoserate 
makroskopisch festgestellt werden. 

Beispiel 3: Untersuchungen zur proangiogenen Wirkung von HMGB1 im Spharoid- 
modell 

Methode: 

Vorbereitend wurden humane Endothelzellen mit dem entq>rechenden endothelialen Wachs- 
tumsmedium bei 37° C und 5 % CQ2 kultiviert. Die fur die Versuche verwendeten Endothel- 



BOHMANN & LOOSEN 

40 




zellen stammten aus der 2. bzw. 3. Passage. Nach der Kultivierung wurden die Zellen trypsi- 
niert und in dem entsprechenden Wachstumsmedium mit einem 20%igen Anteil Methocel 
resuspendiert. Nach einer Inkubation von ca. 4 h bildeten die Zellen spontane dreidimensiona- 
le Zellkugeln (Spharoide), die dann in ein Kollagengel eingebettet wurden. Fur den entspre- 
chenden Wachstumstest wurden diesem Gel folgende HMGB 1-Konzentrationen zugegeben: 2 
ug/ml; 0,4 ug/ml und 0,08 ug/ml. Als Referenz diente der endotheliale Wachstumsfaktor 
VEGF in einer Konzentration von 25 ng/ml bzw. wurde als Negativkontrolle kein Wachs- 
tumsfaktor zu dem Ansatz gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Wochen wurden die 
AnsStze unter einem inversen Mikroskop mit einer Digitalkamera erfasst. Die Aufhahmen 
wurden direkt in die Bildanalyse-Software analySIS von Soft Imaging System eingelesen und 
ausgewertet. 

Ergebnisse: 



Mittels der Bildanalyse-Software konnte die additive SprosslSnge, d. h. die Gesamtlange der 
von einem SphSroid ausgehenden Sprossung ermittelt werden. Dabei konnte eine signifikante 
proangiogene Wirkung von HMGB1 bei einer Konzentration von 2 ng/ml ermittelt werden. 
hn Vergleich zur Negativkontrolle konnte hier ein deutliches Sprossen beobachtet werden. 
Des Weiteren zeigte die Kombination VEGF/HMGB1 ein stSrkeres Aussprossen als nur 
HMGB1. Das Ergebnis ist graphisch in Fig. 1 dargestellt. 

^^^Beispiel4: Untersuchungen zur proangiogenen Wirkung von HMGA1 im Spharoid- 

modell 



Methode: 



Vorbereitend wurden humane Endothelzellen mit dem entsprechenden endothelialen Wachs- 
tumsmedium bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Die filr die Versuche verwendeten Endothel- 
zellen stammten aus der 2. bzw. 3. Passage. Nach der Kultivierung wurden die Zellen trypsi- 
niert und in dem entsprechenden Wachstumsmedium mit einem 20%igen Anteil Methocel 
resuspendiert. Nach einer Inkubation von ca. 4 h bildeten die Zellen spontane dreidimensiona- 
le Zellkugeln (Spharoide), die dann in ein Kollagengel eingebettet wurden. Fur den entspre- 
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chenden Wachstumstest wurden diesem Gel eine HMGAl-Konzentration von 2 ug/ml zuge- 
geben. Als Referenz diente der endotheliale Wachstumsfaktor VEGF in einer Konzentration 
von 25 ng/ml bzw. wurde als Negativkontrolle kein Wachstumsfaktor zu dem Ansatz gege- 
ben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Wochen wurden die Ansatze unter einem inversen 
Mikroskop mit einer Digitalkamera erfaflt. Die Aumahmen wurden direkt in die Bildanalyse- 
Software analysis von Soft Imaging System eingelesen und ausgewertet 



Ergebnisse: 



• Mittels der Bildanalyse-Software konnte die additive Sprossenlange, d. h. die Gesamtlange 
der von einem Spharoid ausgehenden Sprossung ermittelt werden. Dabei konnte eine proan- 
giogene Wirkung sowohl von HMGAla als auch HMGAlb bei einer Konzentration von 2 
//g/ml ermittelt werden. In der Kombination HMGA la konnte eine Steigerung des Ausspros- 
sens gezeigt werden im Vergleich zu VEGF ohne HMG-Protein. Die Ergebnisse sind gra- 
phisch in Fig. 2 dargestellt. 

Die in der vorangehenden Beschreibung, den Anspruchen, den Zeichnungen sowie dem Se- 
quenzprotokoll, das Teil der Beschreibung sein soli, offenbarten Merkmale der Erfindung 
konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination zur Verwirklichung der Erfindung 
in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Neue Verwendung von HMG 




Anspruche 

1. Verwendung, insbesondere in vitro, einer oder mehrerer Nukleinsaure(n), deren Transkrip- 
tionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) fur einen Prozess, wobei der Prozess 
ausgewShlt ist aus der Gruppe, die Angiogenese, Neovaskularisierung, transmyokardiale Re- 
vaskularisierung, Wundheilung, Angiogenese im Wundbett, Epithelisierung und Einheilung 
bei Zahn- und Knochenimplantaten umfasst, 

wobei die Nukleins2ure(n) ausgewahlt ist/sind aus der Gruppe, die Gene fur High Mobility 
Group-Proteine umfasst. 

2. Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) 
und/oder deren TransIationsprodukt(e) zur Herstellung eines Medikamentes fur die Praventi- 
on und/oder Behandlung einer Krankheit, wobei die Krankheit ausgewShlt ist aus der Gruppe, 
die mit mangelnder oder ubennafliger Angiogenese oder Neovaskularisierung oder mit 

2.4 

'Sonnenstr. 8 • D-80331 MOnchen • Tel.: 089/51 55 640#FAX: 089/51 55 64 13 • e -mail: BOHMANN-JLAW(at-online.de 
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Wundheilung im Zusammenhang steht oder transmyokardiale Revaskularisierung erforderlich 
macht, 

wobei die Nukleinsaure ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Gene fur High Mobility Group- 
Proteine umfasst. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet dass die Krankheit ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die diabetische Retinopatbie, proliferative Retinopatbia diabetica, diabetische 
Nephropathie, Makuladegeneration, Arthritis, Psoriasis, Rosacea, Besenreisevarizen, erupti- 

• ves Hamangiom, Tumorerkrankungen, kavemdses Hamangiom, Lippenangiom, Hamangio- 
sarkom, Hamorrhoiden, Artheriosklerose, Angina pectoris, fechamie, Infarkt, Basalzellkarzi- 
nom, Plattenepithelkarzinom, Melanom, Kaposi-Sarkom, Tumore, Gestose, Unfruchtbarkeft, 
akute traumatisch bedingte Wunden, thennische Wunden, chemische Wunden, OP-Wunden 
und chronische Wunden umfasst 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die chronische Wunde eine 
solche ist, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die Decubitus, Ulcus cruris, Ulcus cruris veno- 
sum, Ulcus cruris arteriosum, diabetischen Ulcus, Decubitalulcus, chronische posttraumati- 
sche Wunde und diabetischer FuB umfasst. 

• 5. Verwendung nach einem der Ansprttche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das High 
Mobility Group-Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe, die die HMGA-Familie, die HMGB- 
Familie und die HMGN-Familie umfasst. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das High 
Mobility Group-Protein aus der HMGB-Familie ausgewahlt ist. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das High Mobility Group- 
Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe, die HMGB1, HMGB2 und HMGB3 umfasst. 



8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das High Mobility Group- 
Protein HMGB1 ist 
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9. Verwendung nach einem der Ansprttche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das High 
Mobility Group-Protein aus der HMGA-Familie ausgewahlt ist 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das High Mobility Group- 
Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe, die HMGAla, HMGAlb, HMGAlc und HMGA2 
umfasst 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das High Mobility Group- 
Protein HMGAla ist 

12. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein High Mobility Group Protein aus der HMGA-Familie ausgewahlt ist, und ein zweites 
High Mobility Group Protein aus der HMGB-Familie ausgewahlt ist, wobei das Protein aus 
der HMGBA-Familie bevorzugterweise HMGAla und das Protein aus der HMGB-Familie 
bevorzugterweiseHMGBl ist. 

13. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
zus&tzlich VEGF oder eine dafur codierende NukleinsSure verwendet wird. 

14. Verfahren zur Beeinflussung der Angiogenese oder Neovaskularisierung oder der Wund- 
heilung von Gewebe umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Gewebes oder eines Teils davon, 

b) Zugabe einer oder mehrerer Nukleins3ure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) 
und/oder deren Translationsprodukt(e) und 

c) Inkubieren des Gewebes und der Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(en) 
und/oder deren Translationsprodukt(en), 

wobei die Nukleinsaure(n) ausgewahlt ist/sind aus der Gruppe, die Gene fur High Mo- 
bility Group-Proteine umfasst, und optional 
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d) Erhalten oder Wiedergewinnen des Gewebes oder einer Zwischenstufe davon. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gewebe oder ein Teil 
davon mit VEGF und/oder einer dafur codierenden Nukleinsaure inkubiert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass es ein in vitro- 
Verfahren ist 





17. Verfahren nach einem der Ansprttche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Gewe- 
be explantiertes Gewebe oder in vitro gezttchtetes Gewebe ist 

18. Verfahren nach einem der Ansprttche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuk- 
leinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) ein(e) 
solche(s) ist/sind, wie in einem der vorangehenden Ansprttche beschrieben. 

19. Verfahren nach einem der Ansprttche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass zwei oder 
mehrere der HMGB-Proteine oder der dafiir codierenden Nukleinsauren verwendet werden, 
wobei bevorzugterweise ein High Mobility Group-Protein aus der HMGBA-Familie ausge- 
wahlt ist, und ein zweites High Mobility Group-Protein aus der HMGB-Familie ausgewahlt 
ist, wobei das Protein aus der HMGBA-Familie bevorzugterweise HMGAla und das Prptein 
aus der HMGB-Familie bevorzugterweise HMGB1 ist. 

20. Verwendung nach einem der vorangegangenen Ansprttche, dadurch gekennzeichnet, dass 
zusatzlich zu der/den Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(en) und/oder deren 
Translationsproduk(en), wobei die Nukleinsaure ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Gene f&r 
High Mobility Group-Proteine umfasst, eine Nukleinsaure, deren Transkriptionsprodukt oder 
Tranlationsprodukt verwendet wird, wobei die Nukleinsaure ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
die Gene fur Vascular Endothelial Growth Factor umfasst 



21. Pharmazeutische Fonnulierung umfassend eine oder mehrere NukleinsSure(n), deren 
Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e), wie in einem der vorange- 
henden Ansprttche beschrieben, und einen pharmazeutisch geeigneten TrMger. 
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22. Tragermaterial umfassend eine oder mehrere Nukleinsaure(n), deren Transkriptionspro- 
dukt(e) und/oder deren Translatioiisprodukt(e), wobei die Nukleinsaure(n), deren Transkripti- 
onsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) ein(e) solche(s) ist/sind, wie in einem 
der vorangehenden Ansprttche beschrieben. 

23. Tragermaterial nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial aus 
einem Material besteht, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die Zellulose, Agarose, Kollagen, 
Silikon, Silicium, Kunststoffe, Gele, Hydrogele, Matrices basierend auf Fibrin, Kustseidenfa- 
sern, Hydrokolloide, Lipokolloide, Polyurethan, Polyurethanharz, Gips, synthetische Bioma- 
terialien, thermoplastische Kunststoffe, Zinkleim, Polsterschaum, Polyisobutylen, Puffer, Sta- 
bilisatoren, Bakteriostatika und Feuchthaltemittel umfasst 

24. Tragermaterial nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermate- 
rial als Implantat oder zur Wundheilung dient. 

25. Wundabdeckungsmaterial umfassend ein Basisdeckmaterial und eine oder mehrere Nuk- 
leinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e), wobei 
die Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) 
ein(e) solche(s) ist/sind, wie in einem der vorangehenden Anspriiche beschrieben. 

26. Wundabdeckungsmaterial nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass das Deckma- 
terial aus der Gruppe ausgewahlt ist, die Hydrokolloid-VerbSnde, Calciumalginat-Verbande, 
Aktivkohlekompressen/auflagen, Schaumstoffwundauflagen, Folienverbande, Transparent- 
verbande, Silikonschaumverbande, Vliesstoffwundauflagen, Hydrozellulare Wundverbande, 
Hydroselektive Wundauflagen, Absorbierende Wundkdssen, Sprlihverbande, Kunstseidenga- 
ze, Baumwollgaze, ParaffingazeverbSnde, silberbeschichtete Wundverbande und Hydropoly- 
mer-/Schaumverbande umfasst. 



27. Formulierung umfassend eine oder mehrere Nukleinsaure(n), deren Transkriptionspro- 
dukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e), wobei die Nukleinsaure(n), deren Transkripti- 
onsprodukt(e) und/oder deren Translationsprodukt(e) ein(e) solche(s) ist/sind, wie in einem 
der vorangehenden Ansprttche beschrieben, und eine Tragerphase, wobei die Tragerphase 
bevorzugterweise aus der Gruppe ausgewahlt ist, die Cremes, Fettsalben, Emulsionen (Ol in 
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Wasser (O/W); Wasser in Ol (W/O); Wasser in Ol in Wasser (W/O/W)), Mikroemulsionen, 
modifizierte Emulsionen, Nanopartikel/Nanoemulsionen, Liposomen, Hydrodispersionsgele 
(Hydrogele, Alkoholgele, Lipogele, Tensidgele), Gel-Creme, Lotionen, 0le/6lbader und 
Sprays unfasst 

28. Verfahren zum Screenen einer Verbindung zur Forderung und/oder Inhibierung eines Pro- 
zesses, wobei der Prozess ausgewShlt ist aus der Gruppe, die Angiogenese, Neovaskularisie- 
rung, transmyokardiale Revaskularisierung und Wundheilung umfasst, umfassend die folgen- 
den Schritte: 

a) Bereitstellen eines Testsystems flir den Prozess; 

b) Bereitstellen einer Kandidaten-Verbindung; und 

c) Testen der Kandidaten-Verbindung und Bestimmen der von der Kandidaten- 
Verbindung in dem Testsystem verursachten Reaktion. 

29. Verfahren zum Screenen einer Verbindung zur FQrderung und/oder Inhibierung eines Pro- 
zesses, wobei der Prozess ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Angiogenese, 
Neovaskularisierung, transmyokardiale Revaskularisierung und Wundheilung umfasst, um- 
fassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Testsystems fflr den Prozess; 

b) Bereitstellen einer Referenz-Verbindung; 



c) Testen der Referenzverbindung im Testsystem und Bestimmen der von der Refe- 
renz-Verbindung im Testsystem verursachten Reaktion; 

d) Bereitstellen einer Kandidaten-Verbindung; 

e) Testen der Kandidaten-Verbindung in dem Testsystem und Bestimmen der von der 
Kandidaten-Verbindung im Testsystem verursachten Reaktion; und 
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f) Vergleich der Reaktion von der Refereiiz-Verbindung im Testsystem mit der Reak- 
tion von der Kandidaten-Verbindung im Testsystem. 

30. Verfahren zum Screenen einer Verbindung zur FOrderung und/oder Inhibierung eines Pro- 
zesses, wobei der Prozess ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Angiogenese, Neovaskularisie- 
rung, transmyokardiale Vaskularisierung und Wundheilung umfasst, umfassend die folgenden 
Schritte: 

a) Bereitstellen eines Testsystems fQr den Prozess; 

b) Bereitstellen einer Referenz-Verbindung, wobei die Referenz-Verbindung eine 
Markierung tragt; 

c) Testen der Referenz-Verbindung in dem Testsystem und Bestimmen der von der 
Referenz-Verbindung im Testsystem verursachten Reaktion; . 

d) Bereitstellen der Kandidaten-Verbindung; und 

e) Testen der Kandidaten-Verbindung in dem Testsystem, wobei das Testsystem die 
Referenz-Verbindung enthait, und Bestimmen der Reaktion des Testsystems, wobei 
die Menge an fireigesetzter Referenz-Verbindung und/oder freigesetzter Markierung 
der Referenz-Verbindung bestimmt wird. 

3 1 . Verfahren zum Screenen einer Verbindung zur Forderung und/oder Inhibierung eines Pro- 
zesses, wobei der Prozess ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Angiogenese, 
Neovaskularisierung, transmyokardiale Vaskularisierung und Wundheilung umfasst, umfas- 
send die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Testsystems fur den Prozess; 



b) Bereitstellen einer Kandidaten-Verbindung, wobei die Kandidaten-Verbindung eine 
Markierung tragt; 
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c) Testen der Kandidaten-Verbindung in dem Testsystem und Bestimmen der von der 
Kandidaten-Verbindung im Testsystem verursachten Reaktion; 

d) Bereitstellen einer Referenz-Verbindung; und 

e) Testen der Referenz-Verbindung in dem Testsystem, wobei das Testsystem die 
Kandidaten-Verbindung enthalt, und Bestimmen der Reaktion des Testsystems, wobei 
die Menge an freigesetzter Kandidaten-Verbindung und/oder freigesetzter Markierung 
der Kandidaten-Verbindung bestimmt wird. 

32. Verfahren nach einem der Ansprttche 28 bis 31, dadurch gekennzeicnnet, dass das Test- 
system ein in vitro Testsystem oder ein in vivo Testsystem ist. 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 32, dadurch gekennzeicnnet, dass die Reakti- 
on von der Referenz-Verbindung und/oder der Kandidaten-Verbindung eine Forderung des 
Prozesses ist, und wobei bevorzugterweise die Kandidaten-Verbindung eine Verbindung zur 
FSrderung des Prozesses ist, wenn die Reaktion der Kandidaten-Verbindung in dem Testsys- 
tem gleich oder starker ist als die Reaktion der Referenz-Verbindung. 

• 34. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 32, dadurch gekennzeicnnet, dass die Reakti- 
on von der Referenz-Verbindung und/oder der Kandidaten-Verbindung eine Inhibierung des 
Prozesses ist, und wobei bevorzugterweise die Kandidaten-Verbindung eine Verbindung zum 
Inhibieren des Prozesses ist, wenn die von der Kandidaten-Verbindung verursachte Reaktion 
des Testsystems eine geringere Reaktion ist als die von der Referenz-Verbindung verursachte 
Reaktion des Testsystems. 

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 34, dadurch gekennzeicnnet, dass die Refe- 
renz-Verbindung eine oder mehrere Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) 
und/oder deren Translationsprodukt(e) umfasst, wobei die Nukleinsiiure ausgewShlt ist aus 
der Gruppe, die Gene fur High Mobility Group-Proteine umfasst, insbesondere wie in einem 
der vorangehenden Ansprttche beschrieben. 
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36. Verfahren nach einem der Ansprilche 28 bis 34, wobei der Prozess die Inhibierung der 
Aagiogenese ist 

37- Verwendung eines Verfahrens nach einem der Ansprilche 28 bis 36 zum Screenen einer 
Verbindung zur Behandlung und/oder Prevention einer Erkrankung, wobei das bereitgestellte 
Testsystem ein Testsystem ftir die jeweilige Krankheit ist 

38. Verwendung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass die Krankheit ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die solche Krankheiten umfasst, die Ffirderung oder Inhibierung von An- 
giogenese oder Neovaskularisierung erforderlich machen oder transmyokardiale Revaskulari- 
sierung oder Wundheilung erforderlich machen. 

39. Verwendung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Krankheit ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die diabetische Retinopathie, proliferative Retinopathia diabetica, diabeti- 
sche Nephropathie, Makuladegeneration, Arthritis, Psoriasis, Rosacea, Besenreisevarizen, 
eruptives Hamangiom, kavernoses Hamangiom, Lippenangiom, Hamangiosarkom, Hamorr- 
hoiden, Artheriosklerose, Angina pectoris, IschMmie, Infarkt, Basalzellkarzinom, Plattene- 
pithelkarzinom, Melanom, Kaposi-Sarkom, Tumore, Gestose, Unfruchtbarkeit, akute trauma- 
tisch bedingte Wunden, thermische Wunden, chemische Wunden, OP-Wunden und chroni- 
sche Wunden umfasst. 

40. Verwendung nach einem der Anspruche 37 bis 39, dadurch gekennzeichnet, dass die Er- 
krankung eine Tumorerkrankung ist, wobei bevorzugterweise die Tumorerkrankung nekroti- 
sche Zellen, bevorzugterweise nekrotische Tumorzellen aufweist 



alcedo biotech GmbH 
A 10008 



Neue Verwendung von HMG 



Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifift die Verwendung, insbesondere in vitro, einer oder 
mehrerer Nukleinsaure(n), deren Transkriptionsprodukt(e) und/oder deren 
Translationsprodukt(e) ftir einen Prozess, wobei der Prozess ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
die Angiogenese, Neovaskularisierung, transmyokardiale Revaskularisierung, Wundheilung, 
Angiogenese im Wundbett, Epithelisierung und Einheilung bei Zahn- und 
Knochenimplantaten umfasst, 

wobei die Nukleinsaure(n) ausgewahlt ist/sind aus der Gruppe, die Gene fiir High Mobility 
Group-Proteine umfasst 



SEQUENZPROTOKOLL 
<110> alcedo biotech GmbH 
<120> Neue Verwendung von HMG 
<130> A 10008 
<160> 64 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 107 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Met Ser Glu Ser Ser Ser Lys Ser Ser Gin Pro Leu Ala Ser Lys Gin 
15 10 15 



^!%c«Lu Lys Asp Gly Thr Glu Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro Arg Lys Gin 

20 25 30 

Pro Pro Val Ser Pro Gly Thr Ala Leu Val Gly Ser Gin Lys Glu Pro 
35 40 45 

Ser Glu Val Pro Thr Pro Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser 
50 55 60 

Lys Asn Lys Gly Ala Ala Lys Thr Arg Lys Thr Thr Thr Thr Pro Gly 
65 70 75 80 



Arg Lys Pro Arg Gly Arg Pro Lys Lys Leu Glu Lys Glu Glu Glu Glu 
85 90 95 



y He Ser Gin Glu Ser Ser Glu Glu Glu Gin 
100 105 



<210> 2 

<211> 96 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Ser Glu Ser Ser Ser Lys Ser Ser Gin Pro Leu Ala Ser Lys Gin 
15 10 15 



Glu Lys Asp Gly Thr Glu Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro Arg Lys Gin 
20 25 30 



Pro Pro Lys Glu Pro Ser Glu Val Pro Thr Pro Lys Arg Pro Arg Gly 
35 40 45 



Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Gly Ala Ala Lys Thr Arg Lys Thr 
50 55 60 



Thr Thr Thr Pro Gly Arg Lys Pro Arg Gly Arg Pro Lys Lys Leu Glu 
65 70 75 " 80 

Lys Glu Glu Glu Glu Gly lie Ser Gin Glu Ser Ser Glu Glu Glu Gin 
85 90 95 



<210> 3 

<211> 109 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

t Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser . Ala Gin 
5 10 15 

Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 

Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg . Pro 
65 70 75 ^ ' 80 




g Lys Trp Pro Gin Gin Val Val Gin Lys Lys Pro Ala Gin Glu Glu 
85 90 95 



Thr Glu Glu Thr Ser Ser Gin Glu Ser Ala Glu Glu Asp 
100 105 



<210> 4 

<211> 83 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
15 10 15 



Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
55 70 75 ^ 80 



Arg Lys Trp 



<210> 5 

<211> 90 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 




r_Ala Kggsssgasi S3y nil Gly Gin Pro^^*^=>Ser Ala Gin 
5 10 15 

Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 - 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 " 80 



g Lys Trp Glu Glu Phe Tyr lie Ala Ala 
85 90 



<210> 6 

<211> 96 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
15 10 15 

Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 





Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 " " 80 



Arg Lys Trp Pro Thr lie Ala Leu Cys Thr His Trp He Asn He Cys 
85 90 95 



<210> 7 

<211> 215 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

t Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr 
5 10 15 



Ala Phe Phe Val Gin. Thr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro 
20 25 30 



Asp Ala Ser Val Asn Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg 
35 40 45 



Trp Lys Thr Met Ser Ala Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala 
50 55 60 



Lys Ala Asp Lys Ala Arg Tyr Glu Arg Glu Met Lys Thr Tyr He Pro 
65 70 75 80 



k ro Lys Gly Glu Thr Lys Lys Lys Phe Lys Asp Pro Asn Ala Pro Lys 
85 90 95 



Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu Tyr Arg Pro Lys 
100 105 110 



He Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser He Gly Asp Val Ala Lys Lys 
115 120 125 



Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gin Pro Tyr 
130 135 140 



Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp He Ala 
145 150 155 160 



Ala Tyr Arg Ala Lys Gly Lys Pro Asp Ala Ala Lys Lys Gly Val Val 
165 170 175 



Lys Ala Glu Lys Ser Lys Lys Lys Lys Glu Glu Glu Glu Asp Glu Glu 
180 185 190 



Asp Glu Glu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Asp Glu Glu Asp Glu Asp Glu 
195 200 205 . 



Glu Glu Asp Asp Asp Asp Glu 
210 215 



<210> 8 

<211> 147 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 



m 



Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
5 10 15 




Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 80 



Arg Lys Trp Ala Gly Val Gin Trp Tyr Asn Leu Gly Ser Leu Gin Pro 
85 90 95 



Pro Pro Pro Arg Phe Lys Gin Phe Ser Cys Leu Arg Leu Leu Ser Ser 
100 105 110 



Trp Asp Tyr Arg His Pro Pro Pro His Pro Ala Asn Phe Cys lie Phe 
115 120 125 



Ser Arg Asp Arg Val Ser Pro Cys Trp Pro Gly Trp Ser Arg Thr Pro 
130 135 140 



Asp Leu Arg 
145 



<210> 9 

<211> 106 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 9 



Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
1 5 10 15 

Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 

Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 80 



Lys Trp Asp Asn Leu Leu Pro Arg Thr Ser Ser Lys Lys Lys Thr 
85 90 4 95 



Ser Leu Gly Asn Ser Thr Lys Arg Ser His 
100 105 



<210> 10 

<211> 92 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
1 5 10 is ' 




ly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 " * 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 80 



Arg Lys Trp Trp Leu Leu Met Lys Ser Pro Cys Trp 
85 90 



<210> 11 
<211> 96 



<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 11 

Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
1 5 10 15 



Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



» 



In Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 

70 75 80 




Arg Lys Trp Pro Gin Gin Val Val Gin Lys Lys Pro Ala Gin Tyr Ser 
85 90 95 



<210> 12 

<211> 118 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
15 10 15 



Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 80 



Arg Lys Trp Pro Gin Gin Val Val Gin Lys Lys Pro Ala Gin Val Asn 
85 90 95 



Val Ala Leu Pro Gly Lys Asp His Pro Gly Asn Leu lie Tyr Leu Leu 
100 105 " 110 



8 



Phe Ser Lys Asn Ala Thr 
115 



<210> 13 

<211> 95 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 



Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
1 5 10 15 

Gly Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 

Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
55 70 75 80 

Arg Lys Tip Pro Gin Gin Val Val Gin Lys Lys Pro Ala Gin Asp 
85 90 95 



<210> 14 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

r Glu Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro Arg Lys 
5 10 



<210> 15 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Thr Pro Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro Lys Gly 
1 5 ^10 



<210> 16 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 




<400> 16 



Thr Pro Gly Arg Lys Pro Arg Gly Arg Pro Lys Lys 
15 10 



<210> 17 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

Thr Glu Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro Arg Lys 
15 10 



<210> 18 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo 'sapiens 

<400> 18 



Pro Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro Lys Gly 
5 10 



<210> 19 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 

Thr Pro Gly Arg Lys Pro Arg Gly Arg Pro Lys Lys 
1 5 10 




<210> 20 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



00> 20 



Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro Arg Lys 
15 10 



<210> 21 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

Ser Pro Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro Lys Gly 
1 5 ~ 10 



<210> 22 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



10 



<400> 22 

Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro Arg Lys Trp Pro Gin Gin 
1 5 10 " is 

Val Val Gin Lys Lys 
20 



<210> 23 

<211> 78 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 

Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val Gin 
15 10 15 



£hr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro Asp Ala Ser Val Asn 
20 25 30 



Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg Trp Lys Thr Met Ser 
35 40 45 



Ala Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys Ala 
50 55 60 



Arg Tyr Glu Arg Glu Met Lys Thr Tyr He Pro Pro Lys Gly 
65 70 75 



<210> 24 

<211> 71 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

00> 24 

Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val Gin Thr Cys Arg 
1 5 10 15 



Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro Asp Ala Ser Val Asn Phe Ser Glu 
20 25 30 



Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg Trp Lys Thr Met Ser Ala Lys Glu 
35 40 45 

Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys Ala Arg Tyr Glu 
50 55 60 




Arg Glu Met Lys Thr Tyr lie 
65 70 



<210> 25 

<211> 73 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 25 

Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val Gin 
15 10 15 

Thr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro Asp Ala Ser Val Asn 
20 25 30 

Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg Trp Lys Thr Met Ser 
35 40 45 

Ala Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys Ala 
50 55 60 




g Tyr Glu Arg Glu Met Lys Thr Tyr 
5 70 



<210> 26 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

Pro Asn Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser 
1 5 10 15 

Glu Tyr Arg Pro Lys He Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser He Gly 
20 25 3 0 

p Val Ala Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp 
35 40 45 

Asp Lys Gin Pro Tyr Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr 
50 55 60 

Glu Lys Asp He Ala Ala Tyr Arg Ala Lys Gly 
65 70 75 



<210> 27 

<211> 69 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 



Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu Tyr Arg 
1 5 10 15 



11 



Pro Lys He Lys Qly Glu His Pro Qly Leu Ser He Gly Asp Val Ala 
20 25 30 



Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gin 
35 40 45 



Pro Tyr Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp 
50 55 60 



He Ala Ala Tyr Arg 
65 



<210> 28 

<211> 49 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



• 



00> 28 




ro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu Tyr Arg 
1 5 10 15 



Pro Lys He Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser He Gly Asp Val Ala 
20 25 30 



Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gin 
35 40 45 



Pro 



<210> 29 

211> 181 

12 > PRT 

13 > Homo sapiens 

<400> 29 

Glu Glu His Lys Lys Lys Asn Pro Asp Ala Ser Val Lys Phe Ser Glu 
1 5 10 15 



Phe Leu Lys Lys Cys Ser Glu Thr Trp Lys Thr He Phe Ala Lys Glu 
20 25 30 



Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys Ala His Tyr Glu 
35 40 45 



Arg Glu Met Lys Thr Tyr He Pro Pro Lys Gly Glu Lys Lys Lys Lys 
50 55 60 



Phe Lys Asp Pro Asn Ala Pro Lys Arg Pro Pro Leu Ala Phe Phe Leu 



13 



65 



70 



75 



80 



Phe Cys Ser Glu Tyr Arg Pro Lys lie Lys Gly Glu His Pro Gly Leu 
85 90 95 



Ser He Asp Asp Val Val Lys Lys Leu Ala Gly Met Trp Asn Asn Thr 
100 105 110 



Ala Ala Ala Asp Lys Gin Phe Tyr Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys 
115 120 125 



Glu Lys Tyr Lys Lys Asp He Ala Ala Tyr Arg Ala Lys Gly Lys Pro 
130 135 140 



Asn Ser Ala Lys Lys Arg Val Val Lys Ala Glu Lys Ser Lys Lys Lys 
145 150 155 * 160 



Glu Glu Glu Glu Asp Glu Glu Asp Glu Gin Glu Glu Glu Asn Glu 
165 170 175 



Glu Asp Asp Asp Lys 
180 



<210> 30 

<211> 225 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 



Met Ser Ala Arg Gly Glu Gly Ala Gly Gin Pro Ser Thr Ser Ala Gin 
15 10 15 




y Gin Pro Ala Ala Pro Ala Pro Gin Lys Arg Gly Arg Gly Arg Pro 
20 25 30 



Arg Lys Gin Gin Gin Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ser Pro Lys Arg Pro 
35 40 45 



Arg Gly Arg Pro Lys Gly Ser Lys Asn Lys Ser Pro Ser Lys Ala Ala 
50 55 60 



Gin Lys Lys Ala Glu Ala Thr Gly Glu Lys Arg Pro Arg Gly Arg Pro 
65 70 75 80 



Arg Lys Trp Asn Thr Leu Glu Gin Cys Asn Val Cys Ser Lys Pro He 
85 90 95 



Met Glu Arg He Leu Arg Ala Thr Gly Lys Ala Tyr His Pro His Cys 
100 105 110 



14 



Phe Thr Cys Val Met Cys His Arg Ser Leu Asp Gly lie Pro Phe Thr 
115 120 125 



Val Asp Ala Gly Gly Leu He His Cys He Glu Asp Phe His Lys Lys 
130 135 140 



Phe Ala Pro Arg Cys Ser Val Cys Lys Glu Pro He Met Pro Ala Pro 
145 150 155 160 



Gly Gin Glu Glu Thr Val Arg lie Val Ala Leu Asp Arg Asp Phe His 
165 170 175 



Val His Cys Tyr Arg Cys Glu Asp Cys Gly Gly Leu Leu Ser Glu Gly 
180 185 190 



p Asn Gin Gly Cys Tyr Pro Leu Asp Gly His He Leu Cys Lys Thr 
195 200 205 




C^r- 
Cys Asn Ser Ala Arg He Arg Val Leu Thr Ala Lys Ala Ser Thr Asp q *n g. 
210 215 .220 

Leu 
225 

<210> 31 
<211> 1873 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 
223 > NCIB Accession No. M23614 

i 

<400> 31 

gagcacgegg eggeggeggt ctctgagcgc ctctgctctc tctcccggtt tcagatccgc 60 

atttgetace agcggcggcc gcgcggagcc aggccggtcc tcagcgccca gcacggctcc 120 

cggcaacccg gagcgcgcac cgcagccggc ggccgagctc gcgcatccca gccatcactc 180 

ttccacctgc tccttagaga agggaagatg agtgagtcga gctcgaagtc cagccagccc 240 

ttggcctcca agcaggaaaa ggaeggcact gagaageggg geeggggcag gccgcgcaag 300 

cagcctccgg tgagtccegg gaeagegctg gtagggagtc agaaggagee cagegaagtg 360 

ccaacaccta agagacctcg gggccgacca aagggaagca aaaacaaggg tgctgccaag 420 

acceggaaaa ccaccacaac tccaggaagg aaaccaaggg gcagacccaa aaaactggag 480 

aaggaggaag aggagggcat ctegcaggag tecteggagg aggagcagtg acccatgcgt 540 

gccgcctgct cctcactgga ggagcagctt ccttctggga ctggacagct ttgctccgct 600 



15 



cccaccgccc ccgccccttc cccaggccca ccatcaccac cgcctctggc cgccaccccc 
atcttccacc tgtgccctca ccaccacact acacagcaca ccagccgctg caggggctcc 
catgggcctg agtggggagc agttttcccc tggcctcagt tcacagctcc ccccgcccac 
ccacgcatac acacatgccc tcctggacaa ggctaacatc ccacttagcc gcaccctgca 
cctgctgcgt ccccactccc ttggtggtgg ggacattgct ctctgggctt ttggtttggg 
ggcgccctct ctgctccttc actgttccct ctggcttccc atagtggggc ctgggagggt 
tcccctggcc ttaaaagggg cccaagccat ctcatcctgg cacgccctac tccactgccc 
tggcacagca ggtgtggcca atggaggggg gtgctggccc ccaggattcc cccagccaaa 
ctgtctttgt caccacgtgg ggctcacttt tcatccttcc ccaacttccc tagtccccgt 
actaggttgg acagccccct tcggctacag gaaggcagga ggggtgagtc ccctactccc 

•tcttcactgt ggccacagcc cccttgccct ccgcctggga tctgagtaca tattgtggtg 
p:ggagatgc agtcacttat tgtccaggtg aggcccaaga gccctgtggc cgcacctgag 
gtgggctggg gctgctcccc taaccctact ttcgttccgc cactcagcca tttccccctc 
ctcagatggg gcaccaataa caaggagctc accctgcccg ctcccaaccc ccctcctgct 
cctccctgcc ccccaaggtt ctgggttcca tttttcctct gttcacaaac tacctctgga 
cagttgtgtt gttttttgtt caatgttcca ttcttcgaca tccgtcattg ctgctgctac 
cagcgccaaa tgttcatcct cattgcctcc tgttctgccc acgatcccct cccccaagat 
actctttgtg ggaagagggg ctggggcatg gcaggctggg tgaccgacta ccccagtccc 
agggaaggtg gccctgcccc taggatgctg cagcagagtg agcaaggggg cccgaatcga 
ccataaaggg tgtaggggcc acctcctccc cctgttctgt tggggagggg tagccatgat 

•tgtcccagc ctggggctcc ctctctggtt tcctatttgc agttacttga ataaaaaaaa 
atccttttc tgg 

<210> 32 

<211> 324 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 32 

atgagtgagt cgagctcgaa gtccagccag cccttggcct ccaagcagga aaaggacggc 

actgagaagc ggggccgggg caggccgcgc aagcagcctc cggtgagtcc cgggacagcg 

ctggtaggga gtcagaagga gcccagcgaa gtgccaacac ctaagagacc tcggggccga 

ccaaagggaa gcaaaaacaa gggtgctgcc aagacccgga aaaccaccac aactccagga 

aggaaaccaa ggggcagacc caaaaaactg gagaaggagg aagaggaggg catctcgcag 
gagtcctcgg aggaggagca gtga 



16 



<210> 33 

<211> 1875 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> mis cofeature 

<223> NCIB Accession No. M23616 

<400> 33 

gctttttaag ctcccctgag ccggtgctgc gctcctctaa ttgggactcc gagccggggc 
tatttctggg ctggcgcggc tccaagaaga tccgcatttg ctaccagcgg cggccgcgcg 
gagccaggcc ggtcctcagc gcccagcacg gctcccggca acccggagcg cgcaccgcag 
ccggcggccg agctcgcgca tcccagccat cactcttcca cctgctcctt agagaaggga 
agatgagtga gtcgagctcg aagtccagcc agcccttggc ctccaagcag gaaaaggacg 

•bactgagaa gcggggccgg ggcaggccgc gcaagcagcc tccgaaggag cccagcgaag 
gccaacacc taagagacct cggggccgac caaagggaag caaaaacaag ggtgctgcca 
agacccggaa aaccaccaca actccaggaa ggaaaccaag gggcagaccc aaaaaactgg 
agaaggagga agaggagggc atctcgcagg agtcctcgga ggaggagcag tgacccatgc 
gtgccgcctg ctcctcactg gaggagcagc ttccttctgg gactggacag ctttgctccg 
ctcccaccgc ccccgcccct tccccaggcc caccatcacc accgcctctg gccgccaccc 
ccatcttcca cctgtgccct caccaccaca ctacacagca caccagccgc tgcaggggct 
cccatgggcc tgagtgggga gcagttttcc cctggcctca gttcacagct ccccccgccc 
acccacgcat acacacatgc cctcctggac aaggctaaca tcccacttag ccgcaccctg 
cacctgctgc gtccccactc ccttggtggt ggggacattg ctctctgggc ttttggtttg 
j^^^^jggcgccct ctctgctcct tcactgttcc ctctggcttc ccatagtggg gcctgggagg 
gttcccctgg ccttaaaagg ggcccaagcc atctcatcct ggcacgccct actccactgc 
cctggcacag caggtgtggc caatggaggg gggtgctggc ccccaggatt cccccagcca 
aactgtcttt gtcaccacgt ggggctcact tttcatcctt ccccaacttc cctagtcccc 
gtactaggtt ggacagcccc cttcggctac aggaaggcag gaggggtgag tcccctactc 
cctcttcact gtggccacag cccccttgcc ctccgcctgg gatctgagta catattgtgg 
tgatggagat gcagtcactt attgtccagg tgaggcccaa gagccctgtg gccgcacctg 
aggtgggctg gggctgctcc cctaacccta ctttcgttcc gccactcagc catttccccc 
tcctcagatg gggcaccaat aacaaggagc tcaccctgcc cgctcccaac ccccctcctg 
ctcctccctg ccccccaagg ttctgggttc catttttcct ctgttcacaa actacctctg 
gacagttgtg ttgttttttg ttcaatgttc cattcttcga catccgtcat tgctgctgct 
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ta 



accagcgcca aatgttcatc ctcattgcct cctgttctgc ccacgatccc ctcccccaag 
atactctttg tgggaagagg ggctggggca tggcaggctg ggtgaccgac taccccagtc 
ccagggaagg tggccctgcc cctaggatgc tgcagcagag tgagcaaggg ggcccgaatc 
gaccataaag ggtgtagggg ccacctcctc cccctgttct gttggggagg ggtagccatg 
atttgtccca gcctggggct ccctctctgg tttcctattt gcagttactt gaataaaaaa 
aatatccttt tctgg 

<210> 34 

<211> 291 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> '34 

atgagtgagt cgagctcgaa gtccagccag cccttggcct ccaagcagga aaaggacggc 
£ctgagaagc ggggccgggg caggccgcgc aagcagcctc cgaaggagcc cagcgaagtg 
'caacaccta agagacctcg gggccgacca aagggaagca aaaacaaggg tgctgccaag 
acccggaaaa ccaccacaac tccaggaagg aaaccaaggg gcagacccaa aaaactggag 
aaggaggaag aggagggcat ctcgcaggag tcctcggagg aggagcagtg a 

<210> 35 

<211> 4111 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 35 

acacaccaca cacactcaca ctcacacaca ctcacacaca ctcatcccct tgaatcttgg 
ggcaggaact cagaaaactt ccagcccggg cagcgcgcgc ttggtgcaag actcaggagc 
tagcagcccg tccccctccg actctccggt gccgccgctg cctgctcccg ccaccctagg 
gcgcggtg ccacccacta ctctgtcctc tgcctgtgct ccgtgcccga ccctatcccg 
gcggagtctc cccatcctcc tttgctttcc gactgcccaa ggcactttca atctcaatct 
cttctctctc tctctctctc tctctgtctc tctctctctc tctctctctc tctctctcgc 
agggtggggg gaagaggagg aggaattctt tccccgccta acatttcaag ggacacaatt 
cactccaagt ctcttccctt tccaagccgc ttccgaagtg ctcccggtgc ccgcaactcc 
tgatcccaac ccgcgagagg agcctctgcg acctcaaagc ctctcttcct tctccctcgc 
ttccctcctc ctcttgctac ctccacctcc accgccacct ccacctccgg cacccaccca 
ccgccgccgc cgccaccggc agcgcctcct cctctcctcc tcctcctccc ctcttctctt 
tttggcagcc gctggacgtc cggtgttgat ggtggcagcg gcggcagcct aagcaacagc 
agccctcgca gcccgccagc tcgcgctcgc cccgccggcg tccccagccc tatcacctca 
tctcccgaaa ggtgctgggc agctccgggg cggtcgaggc gaagcggctg cagcggcggt 



18 



ciCci 



agcggcggcg ggaggcagga tgagcgcacg cggtgagggc gcggggcagc cgtccacttc 900 

agcccaggga caacctgccg ccccagcgcc tcagaagaga ggacgcggcc gccccaggaa 960 

gcagcagcaa gaaccaaccg gtgagccctc tcctaagaga cccaggggaa gacccaaagg 1020 

cagcaaaaac aagagtccct ctaaagcagc tcaaaagaaa gcagaagcca ctggagaaaa 1080 

acggccaaga ggcagaccta ggaaatggcc acaacaagtt gttcagaaga agcctgctca 1140 

ggaggaaact gaagagacat cctcacaaga gtctgccgaa gaggactagg gggcgcaacg 1200 

ttcgatttct acctcagcag cagttggatc ttttgaaggg agaagacact gcagtgacca 1260 

cttattctgt attgccatgg tctttccact ttcatctggg gtggggtggg gtggggtggg 1320 

ggaggggggg gtggggtggg gagaaatcac ataaccttaa aaaggactat attaatcacc 1380 

ttctttgtaa tcccttcaca gtcccaggtt tagtgaaaaa ctgctgtaaa cacaggggac 1440 

acagcttaac aatgcaactt ttaattactg ttttcttttt tcttaaccta ctaatagttt 1500 

gatctga taagcaagag tgggcgggtg agaaaaaccg aattgggttt agtcaatcac 1560 

igcactgcat gcaaacaaga aacgtgtcac actfcgtgacg tcgggcattc atataggaag 1620 

aacgcggtgt gtaacactgt gtacacctca aataccaccc caacccactc cctgtagtga 1680 

atcctctgtt tagaacacca aagataagga ctagatacta ctttctcttt ttcgtataat 1740 

cttgtagaca cttacttgat gatttttaac tttttatttc taaatgagac gaaatgctga 1800 

tgtatccttt cattcagcta acaaactaga aaaggttatg ttcatttttc aaaaagggaa 1860 

gtaagcaaac aaatattgcc aactcttcta tttatggata tcacacatat cagcaggagt 1920 

aataaattta ctcacagcac ttgttttcag gacaacactt cattttcagg aaatctactt 1980 

cctacagagc caaaatgcca tttagcaata aataacactt gtcagcctca gagcatttaa 2040 

ggaaactaga caagtaaaat tatcctcttt gtaatttaat gaaaaggtac aacagaataa 2100 

rcatgatga actcacctaa ttatgaggtg ggaggagcga aatctaaatt tcttttgcta 2160 

tagttataca tcaatttaaa aagcaaaaaa aaaaaggggg gggcaatctc tctctgtgtc 2220 

tttctctctc tctctccctc tccctctctc ttttcatgtg tatcagtttc catgaaagac ' 2280 

ctgaatacca cttacctcaa attaagcata tgtgttactt caagtaatac gttttgacat 2340 

aagatggttg accaaggtgc ttttcttcgg cttgagttca ccatctcttc attcaaactg 2400 

cacttttagc cagagatgca atatatcccc actactcaat actacctctg aatgttacaa 2460 

cgaatttaca gtctagtact tattacatgc tgctatacac aagcaatgca agaaaaaaac 2520 

ttactgggta ggtgattcta atcatctgca gttctttttg tacacttaat tacagttaaa 2580 

gaagcaatct ccttactgtg tttcagcatg actatgtatt tttctatgtt tttttaatta 2640 

aaaattttta aaatacttgt ttcagcttct ctgctagatt tctacattaa cttgaaaatt 2700 

ttttaaccaa gtcgctccta ggttcttaag gataattttc ctcaatcaca ctacacatca 2760 



O 
U 



. 0 
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caa, 



cacaagattt gactgtaata 
tttaaggaga tggactaatt 
cttgttactt gcagcattca 
accctagtca aaactatttt 
cttttgcaaa ataagtaaat 
ttgtaggtga gatgcaacaa 
aagattagtt gaatataaga 
gatttttgta atatgtctca 
gcctttctct cctagtgagt 
ggtagtttct catgacggct 
caaaaccatc tctcttccag 
a.ctggca gatcgctcac 
caacattac tgttaactgt 
agtcgcattc catatctttg 
ggaagcaatt gctcatgttg 
gttacacttt tatttcctgt 
agtatacctc atttttcata 
tcataaaatt tttatatata 
tttgctgttg ttggtcgcag 
aagttaggta tgtttgcagg 
ctgttccttt gagtgtcttc 
ttgtactt tgaatcgctt 
ttctgcacaa taaacataac 



tttaaatatt 
gacttgcaaa 
tttgtttttt 
tgtaaaagac 
aataaataaa 
gccctgcttt 
aaatgcttga 
accagattta 
gtgctgactt 
tttgtcagta 
ctgcttcagg 
tgttgtgaat 
gcgttaaata 
gatgggcctt 
gccaaacatg 
atgttgtaca 
ctgaaaaaaa 
tagtttattt 
ctacataaga 
agaaaagtat 
taactttatt 
gcttgttgaa 
agcctctgtg 



accctccaag 
gacctacctc 
caatgtttga 
atttgataga 
ataaagccaa 
tgcataatgc 
caaatatttt 
ttttaaacgc 
tttaacatgg 
tggcttttag 
gaggtagttt 
caccaaagga 
agcaaataaa 
ttagaaacct 
gtgcaccgag 
atcaaaacac 
aagcttgtgg 
ttgtgggaga 
ctggacattt 
caagacgttt 
ctttgttctt 
aatatttctc 
a 



tctgtacctc 
cagacttcaa 
aatagttcaa 
aaggaacacg 
ccttcaaaga 
aatcaaaaat 
catgtatttt 
ttcttatgta 
tattatcaac 
tactgaagcc 
caaaggccac 
gctatggaga 
cagtggctca 
cattggccag 
tgatttccat 
actactacct 
ccaatggaac 
taaattttat 
aacttttcta 
aactgcagtt 
tatgtagaat 
tagtgtatta 



aaatgaattc 
aaggaatgaa 
actgcagcta 
tttttacata 
acttgaagct 
atgtgttttt 
acacaaatgt 
gagtttttat 
tgggccagga 
aaatgaaact 
atacctctct 
gaattaaaac 
taaaaataaa 
ctcataaaat 
ctctggtaaa 
cttaagtccc 
agtaagaaca 
aggactgttc 
ccatttctgc 
gactttctcc 
tgctgtctat 
tcactgtctg 



2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4111 



o 



p.n | 



<210> 36 

<211> 330 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 60 

gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 120 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 180 

tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 240 

aggaaatggc cacaacaagt tgttcagaag aagcctgctc aggaggaaac tgaagagaca 300 

tcctcacaag agtctgccga agaggactag 33 0 
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<210> 37 

<211> 252 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 37 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 
gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 
ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 
tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 
aggaaatggt ga 



<210> 38 

<2L1> 273 

11 2 > DNA 

YM ^3> Homo sapiens 



?400> 38 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 
gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 
ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 
tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 
aggaaatggg aggagtttta cattgcagct tag 

<210> 39 

<211> 291 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



• 



00> 39 

igagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 



gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 

tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct: 

aggaaatggc ctactattgc actttgcaca cactggataa acatctgctg a 



<210> 40 

<211> 1207 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<2 2 1> mi sc_f eature 

<223> NCIB Accession No. NM 002128 



<400> 40 
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gagacagcgc 


cggggcaagt 


gagagccgga 


cgggcactgg 


gcgactctgt 


gcctcgctga 


60. 


ggaaaaataa 


ctaaacatgg 


gcaaaggaga 


tcctaagaag 


ccgagaggca 


aaatgtcatc 


120 


atatgcattt 


tttgtgcaaa 


cttgtcggga 


ggagcataag 


aagaagcacc 


cagatgcttc 


180 


agtcaacttc 


tcagagtttt 


ctaagaagtg 


ctcagagagg 


tggaagacca 


tgtctgctaa 


240 


agagaaagga 


aaatttgaag 


atatggcaaa 


ggcggacaag 


gcccgttatg 


aaagagaaat 


300 


gaaaacctat 


atccctccca 


aaggggagac 


aaaaaagaag 


ttcaaggatc 


ccaatgcacc 


360 


caagaggcct 


ccttcggcct 


tcttcctctt 


ctgctctgag 


tatcgcccaa 


aaatcaaagg 


420 


agaacatcct 


ggcctgtcca 


ttggtgatgt 


tgcgaagaaa 


ctgggagaga 


tgtggaataa 


480 


cactgctgca 


gatgacaagc 


agccttatga 


aaagaaggct 


gcgaagctga 


aggaaaaata 


540 


cgaaaaggat 


attgctgcat 


atcgagctaa 


aggaaagcct 


gatgcagcaa 


aaaagggagt 


600 


tgtcaaggct 


gaaaaaagca 


agaaaaagaa 


ggaagaggag 


gaagatgagg 


aagatgaaga 


660 


Vmtgaggag 


gaggaggaag 


atgaagaaga 


tgaagatgaa 


gaagaagatg 


atgatgatga 


720 


TKaagttggt 


tctagcgcag 


tttttttttc 


ttgtctataa 


agcatttaac 


ccccctgtac 


780 


acaactcact 


ccttttaaag 


aaaaaaattg 


aaatgtaagg 


ctgtgtaaga 


tttgttttta 


840 


aactgtacag 


tgtctttttt 


tgtatagtta 


acacactacc 


gaatgtgtct 


ttagatagcc 


900 


ctgtcctggt 


ggfcattttca 


atagccacta 


accttgcctg 


gtacagtatg 


ggggttgtaa 


960 


attggcatgg 


aaatttaaag 


caggttcttg 


ttggtgcaca 


gcacaaatta 


gttatatatg 


1020 


gggatggtag 


ttttttcatc 


ttcagttgtc 


tctgatgcag 


cttatacgaa 


ataattgttg 


1080 


ttctgttaac 


tgaataccac 


tctgtaattg 


caaaaaaaaa 


aaaagttgca 


gctgttttgt 


1140 


tgacattctg 


aatgcttcta 


agtaaataca 


atttttttta 


ttaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


1200 


aaaaaaa 












1207 


RlO> 41 

<211> 648 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 












<400> 41 

atgggcaaag gagatcctaa 


gaagccgaga 


ggcaaaatgt 


catcatatgc 


attttttgtg 


60 


caaacttgtc gggaggagca 


taagaagaag 


cacccagatg 


cttcagtcaa 


cttctcagag 


120 


ttttctaaga 


agtgctcaga 


gaggtggaag 


accatgtctg 


ctaaagagaa 


aggaaaattt 


180 


gaagatatgg 


caaaggcgga 


caaggcccgt 


tatgaaagag 


aaatgaaaac 


ctatatccct 


240 


cccaaagggg 


agacaaaaaa 


gaagttcaag 


gatcccaatg 


cacccaagag 


gcctccttcg 


300 


gccttcttcc 


tcttctgctc 


tgagtatcgc 


ccaaaaatca 


aaggagaaca 


tcctggcctg 


360 


tccattggtg atgttgcgaa 


gaaactggga 


gagatgtgga 


ataacactgc 


tgcagatgac 


420 


aagcagcctt 


atgaaaagaa 


ggctgcgaag 


ctgaaggaaa 


aatacgaaaa 


ggatattgct 


480 



O 

fUUl 



f 
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gcatatcgag ctaaaggaaa gcctgatgca gcaaaaaagg gagttgtcaa ggctgaaaaa . 540 
agcaagaaaa agaaggaaga ggaggaagat gaggaagatg aagaggatga ggaggaggag 600 
gaagatgaag aagatgaaga tgaagaagaa gatgatgatg atgaataa 648 

<2X0> 42 

<211> 444 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 42 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 60 

gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 120 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 180 

tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 240 



^^tcaagcaat tctcctgcct caggctcctg agtagttggg attacaggca cccaccacca 360 
cacccagcta atttttgtat ttttagtaga gacagggttt caeca tgttg gecaggctgg 420 
tctcgaactc ctgacctcag gtga 444 



<210> 43 

<211> 321 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



atgagcgcac gcggtgaggg 


cgcggggcag ccgtccactt 


cagcccaggg 


acaacctgcc 


60 


gccccagcgc ctcagaagag 


aggacgcggc 


cgccccagga 


agcagcagca 


agaaccaacc 


120 


|rgtgagccct ctcctaagag 


acccagggga 


agacccaaag 


gcagcaaaaa 


caagagtccc 


180 


tctaaagcag ctcaaaagaa 


agcagaagcc 


actggagaaa 


aacggccaag aggcagacct 


240 


aggaaatggg acaatctact 


accaagaacc 


agctccaaga 


agaaaacatc 


tctgggaaac 


300 


agtaccaaaa ggagtcactg 


a 








321 



<210> 44 

<211> 279 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 44 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 60 

gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 120 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 180 



o 



—.3 



laaatggg ctggagtgca gtggtacaat ctcggctcat tgcaacctcc acctcccagg 300 P M 



tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 



240 



23 

aggaaatggt ggttgctaat gaagagcccg tgctggtga 279 

<210> 45 
<211> 291 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

<400> 45 ^ n ;3 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 60 ^ 

gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 120 ^ 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 180 >p 

tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 240 ^ 

aggaaatggc cacaacaagt tgttcagaag aagcctgctc agtattcctg a 291 ^ 



<400> 46 _ „ 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 60 

gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 120 

ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 180 

tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 240 

aggaaatggc cacaacaagt tgttcagaag aagcctgctc aggtcaatgt tgccttgcct 300 

gggaaggacc acccgggcaa tcttatatat ctactgttct ctaaaaatgc cacttag 



357 



<210> 47 

<211> 288 

:212> DNA 

13 > Homo sapiens 



<400> 47 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 
gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 
ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 
tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 240 
aggaaatggc cacaacaagt tgttcagaag aagcctgctc aggactga 

<210> 48 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



60 
120 
180 



288 



<210> 46 72) 

£11> 357 n 1 

2> DNA _3) 

3> Homo sapiens 



<400> 48 

actgagaagc ggggccgggg caggccgcgc aag 



33 



<210> 49 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 49 

acacctaaga gacctcgggg ccgaccaaag gga 



<210> 50 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 50 

actccaggaa ggaaaccaag gggcagaccc aaaaaa 



<210> 51 
<211> 33 
12 > DNA 

Homo sapiens 



0> 51 

actgagaagc ggggccgggg caggccgcgc aag 



<210> 52 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 52 

acacctaaga gacctcgggg ccgaccaaag gga 




<210> 53 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

00> 53 

tccaggaa ggaaaccaag gggcagaccc aaaaaa 



<210> 54 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 54 

cctcagaaga gaggacgcgg ccgccccagg aag 



<210> 55 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 55 

tctcctaaga gacccagggg aagacccaaa ggc 
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♦ 



<210> 56 

<211> 63 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 56 

actggagaaa aacggccaag aggcagacct aggaaatggc cacaacaagt tgttcagaag 
aag 



<210> 57 

<211> 234 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 57 

cctaagaagc cgagaggcaa aatgtcatca tatgcatttt ttgtgcaaac ttgtcgggag 
gagcataaga agaagcaccc agatgcttca gtcaacttct cagagttttc taagaagtgc 
.cagagaggt ggaaggtaag agggcttaaa acatgctaac aaggtaatta aaagacagtt 
fca'attgag gatgcaaaaa aaagcctagt tggcattctc gtagtgggac gcta 



<210> 58 

<211> 213 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 58 

ccgagaggca aaatgtcatc 
aagaagcacc cagatgcttc 
tggaagacca tgtctgctaa 
gcccgttatg aaagagaaat 



atatgcattt tttgtgcaaa 
agtcaacttc tcagagtttt 
agagaaagga aaatttgaag 
gaaaacctat ate 



cttgtcggga ggagcataag 
ctaagaagtg ctcagagagg 
atatggcaaa ggcggacaag 



•f210> 59 

l211> 219 

f <212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 59 

cctaagaagc cgagaggcaa aatgtcatca 
gagcataaga agaagcaccc agatgcttca 
tcagagaggt ggaagaccat gtctgctaaa 
geggacaagg cccgttatga aagagaaatg 



tatgcatttt ttgtgcaaac ttgtcgggag 
gtcaacttct cagagttttc taagaagtgc 
gagaaaggaa aatttgaaga tatggcaaag 
aaaacctat 



<210> 60 

<211> 225 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 60 

cccaatgcac ccaagaggcc tccttcggcc ttcttcctct tetgetctga gtatcgccca 



26 



aaaatcaaag gagaacatcc tggcctgtcc attggtgatg ttgcgaagaa actgggagag 120 
atgtggaata acactgctgc agatgacaag cagccttatg aaaagaaggc tgcgaagctg 180 
aaggaaaaat acgaaaagga tattgctgca tatcgagcta aagga 



225 



<210> 61 

<211> 207 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

O 

<400> 61 „ * \ 

cccaagaggc ctccttcggc cttcttcctc ttctgctctg agtatcgccc aaaaatcaaa 60 m^J 

180 ,---=> 



ggagaacatc ctggcctgtc cattggtgat gttgcgaaga aactgggaga gatgtggaat 
aacactgctg cagatgacaa gcagccttat gaaaagaagg ctgcgaagct gaaggaaaaa 



tacgaaaagg atattgctgc atatcga * v ^ 

> 62 „' ^ 

> 147 v .<r*s 

> DNA I - 3 
<213> Homo sapiens r ^ 



<400> 62 

cccaagaggc ctccttcggc cttcttcctc ttctgctctg agtatcgccc aaaaatcaaa 
ggagaacatc ctggcctgtc cattggtgat gttgcgaaga aactgggaga gatgtggaat 
aacactgctg cagatgacaa gcagcct 

<210> 63 

<211> 546 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



60 
120 
147 



<400> 63 
^ggagcata 


agaagaagaa 


cccagatgct 


tcagtcaagt tctcagagtt tttaaagaag 


60 


Kgctcagaga 


catggaagac 


catttttgct 


aaagagaaag gaaaatttga agatatggca 


120 


aaggcggaca 


aggcccatta 


tgaaagagaa 


atgaaaacct atatccctcc taaaggggag 


180 


aaaaaaaaga 


agttcaagga 


tcccaatgca 


cccaagaggc ctcctttggc ctttttcctg 


240 


ttctgctctg 


agtatcgccc 


aaaaatcaaa 


ggagaacatc ctggcctgtc cattgatgat 


300 


gttgtgaaga 


aactggcagg gatgtggaat 


aacaccgctg cagctgacaa gcagttttat 


360 


gaaaagaagg 


ctgcaaagct 


gaaggaaaaa 


tacaaaaagg atattgctgc atatcgagct 


420 


aaaggaaagc 


ctaattcagc 


aaaaaagaga 


gttgtcaagg ctgaaaaaag caagaaaaag 


480 


aaggaagagg 


aagaagatga agaggatgaa 


caagaggagg aaaatgaaga agatgatgat 


540 


aaataa 








546 



<210> 64 
<211> 678 



27 



<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

<400> 64 

atgagcgcac gcggtgaggg cgcggggcag ccgtccactt cagcccaggg acaacctgcc 
gccccagcgc ctcagaagag aggacgcggc cgccccagga agcagcagca agaaccaacc 
ggtgagccct ctcctaagag acccagggga agacccaaag gcagcaaaaa caagagtccc 
tctaaagcag ctcaaaagaa agcagaagcc actggagaaa aacggccaag aggcagacct 
aggaaatgga atactctgga gcagtgcaat gtgtgttcca agcccatcat ggagcggatt 

ctccgagcca ccgggaaggc ctatcatcct cactgtttca cctgcgtgat gtgccaccgc ^ 
agcctggatg ggatcccatt cactgtggat gctggcgggc tcattcactg cattgaggac 420 ^ 

480 



60 
120 
180 



240 <-C x 



300 
360 



ttccacaaga aatttgcecc gcggtgttct gtgtgcaagg agcctattat gccagccccg 
ggccaggagg agactgtccg tattgtggct ttggatcgag atttccatgt tcactgctac 

Ittgcgagg attgcggtgg tctcctgtct gaaggagata accaaggctg ctaccccttg 
itgggcaca tcctctgcaa gacctgcaac tctgcccgca tcagggtgtt gaccgccaag 
gcgagcactg acctttag 



678 



o 



540 "i: s 



600 ^ ^ 

[ 1 



660 C O 

[ ' 1 




Fig. 1 



HMGA1 -Konzentrationen 




